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1- INTRODUCAO

Dentre as principais moléstias associadas a cultura do feijdo no Brasil, o
Crestamento bacteriano comum (CBC) incitado por Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli, pode ocasionar perdas que variam de 38 a 45%, devido principalmente a
reducdo da eficiéncia fotossintética, ocasionando, assim, a diminuicdo na producéo
de graos [12].

O CBC ocorre em praticamente todas as regides produtoras de feijdo do pais,
principalmente na estacdo de cultivo das “aguas”. Sob temperaturas superiores a
28°C é observada uma maior severidade da doenca [10]. O controle desta doenca
no feijoeiro envolve a adocdo conjunta de varias praticas culturais como o uso de
sementes sadias, rotacdo de culturas por 2 a 3 anos, aracao profunda, controle de
plantas daninhas e a incorporagdo dos restos culturais ao solo. Além destes
procedimentos, recomenda-se 0 emprego de cultivares com um grau adequado de
resisténcia ao CBC [6,10], pois o controle quimico geralmente é ineficiente.

Em funcdo das dificuldades de controle do crestamento, o biocontrole € visto
como uma tecnologia viavel, principalmente quando se sabe que alguns
biocontroladores apresentam amplo espectro de acéo contra doencas associadas a
diversas culturas.

O presente trabalho objetivou a caracterizacdo biolégica de sete isolados
bacterianos biocontroladores de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli [13] quanto
a possiveis mecanismos de acgao.

2- MATERIAL E METODOS

Os isolados bacterianos utilizados neste experimento pertencem a colecdo do
Laboratorio de Bacteriologia Vegetal do Departamento de Fitossanidade da
Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel da Universidade Federal de Pelotas. Foi
avaliada a capacidade de producdo de sideroforos, de ambnia e de algumas
enzimas a partir dos isolados DFs093 (Bacillus cereus), DFs513 (Pseudomonas
veronii), DFs769 (Bacillus cereus), DFs842 e DFs831 (Pseudomonas sp.), DFs843 e
DFs912 (Rhodococcus fascians) repicados em substratos compativeis para cada
teste. As enzimas analisadas foram: quitinases, proteases, fosfatases e lipases.



2.1 - Producédo de enzimas
a) Quitinases

Os isolados foram repicados para placas de Petri contendo meio de cultura cuja
Unica fonte de carbono foi a quitina, sendo logo apés incubados a 28T por 14 dias.
As avaliacdes foram baseadas na presenca ou nao de halo translucido, ao redor da
colonia bacteriana, indicativo da producgéo de quitinase [1].



b) Proteases

As bactérias foram repicadas para tubos contendo meio de cultura Leite de
Litmus[l e, logo apds, incubadas a 28T pelo periodo de 14 dias. A avaliacao foi
realizada pela verificacdo da hidrolise do leite através da ocorréncia ou nao de
alteracdo do meio leitoso para translicido [11], sendo esta alteragdo considerada
como resultado positivo.

Para avaliar a capacidade de hidrélise de gelatina, os isolados foram repicados
para tubos de ensaio contendo meio de gelatina a 15% [7] e incubadas a 28T
durante 10 dias. As avaliagbes foram realizadas apds o 2°, 4°, 7° e 10° dia de
incubacéo, colocando-se os tubos em geladeira pelo periodo de 30 minutos. Foram
consideradas reacdes positivas, aguelas onde o meio manteve-se sob forma liquida
e, hegativas, aquelas em que meio tornou-se solido.

c) Fosfatases

Para avaliar a solubilizacdo de fosfatos, os isolados foram repicados para meio de
cultura 1/10 TSA acrescido de CaHPO, O precipitado de CaHPO, resultou de 50 mL
da solucéo de K;HPO, 0,57 M e de 100 mL da solucéo de CaCl, 0,90 M adicionados
a 850 mL de 1/10 TSA. Fez-se ajuste do pH para 7,0. As placas foram incubadas a
28T por 7 dias. A avaliacdo da atividade positiva baseou-se na presenca de halo
claro de solubilizacdo do fosfato ao redor da col6nia bacteriana.

d) Lipases

O primeiro método constou da repicagem dos isolados para meio Agar Nutriente
adicionado com solucéo de gema de ovo a 40% e incubados a 28T por 7 dias [11].
A avaliacao positiva foi baseada na presenca de um halo de degradagao presente
no meio.

Utilizando-se outra metodologia, os isolados foram repicados para meio de cultura
de Tween 80 [4] e, a seguir, incubadas a 28°C por 7 dias. Avaliou-se o
desenvolvimento de um precipitado branco — leitoso ao redor das coldnias, 0 que
indicou a capacidade do isolado em hidrolisar o lipidio Tween 80.

2.2 - Producéo de Sideroforos

Os isolados foram repicados para meio liquido B de King [5] (15ml) com e sem a
suplementacdo de 100uL de sulfato ferroso (Fe,SO, —1%), sendo 0S mesmos
incubados sob agitacdo a 28T por 96 horas. Apds este periodo, foram retirados
1000 pL, os quais foram centrifugados a 16000g por 20 minutos. Logo, foram
retirados 400 pL do sobrenadante e adicionado a esta mesma suspensao, 400 pL de
cromo azurol S (CAS). A alteracéo da coloracdo do meio para amarelo-avermelhado,
€ indicativo da producao de sideroforos [1].

2.3 - Producéo de Amonia

Os isolados foram repicados para tubos de ensaio contendo meio caldo de
peptona e incubados a 28T por 5 dias. Apds este pe riodo adicionou-se 1mL do
reagente de Nessler [7]. A avaliacdo positiva da producdo de amdnia pelos isolados
bacterianos foi verificada pela presenca de um precipitado amarelo-alaranjado.

3- RESULTADOS E DISCUSSAO

Para caracterizagcdo biolégica dos mecanismos de acdo dos sete isolados
bacterianos, observou-se que todos apresentaram alguma atividade relacionada ao
controle bioloégico e a promocdo do crescimento vegetal (Tabela 1), fato que
expressa a importancia do uso de agentes biocontroladores no controle de doencas
de plantas.



Tabela 1 — Reacdes positivas e negativas de caracteristicas bioldgicas de sete
isolados biocontroladores de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli

. . Lipases Proteases
Isolados Quit.  Sidf.  Fosf. oot Tw  LLi Gel Am.
DFs093 - - - + - + + +
DFs513 - + - - - + + +
DFs769 + - - + - + - +
DFs831 - - - + - + _ +
DFs842 - + - + + + - +
DFs843 - - - + - - - +
DFs912 - + - - + - - +
+ = reacdo positiva; - = reagdo negativa; Quit.=Quitina; Sidf.=Sideroforos; Fosf.=Solubilizagdo de

fosfato; Lecit.=Lecitina; Tw.=Hidrolise de Tween; L. Lit= Leite Litmus®; Gel.=Hidrolise de gelatina;
Am.= Producdo de Amadnia.

Somente o isolado DFs769 apresentou capacidade para produzir enzimas que
degradam a quitina presente no meio de cultura. Para a producédo de enzimas
proteoliticas cinco dos sete isolados apresentaram habilidade para esta finalidade.
Destes, destacaram-se DFs093 e DFs513, que apresentaram atividade para ambos
0s substratos avaliados.

Com relagdo a producdo de lipases, destaque para o isolado DFs842 que
demonstrou potencial de atividade enziméatica sobre o meio de lecitina e de Tween.
J& para producdo de fosfatases, nenhum dos isolados produziu este grupo de
enzimas entre os biocontroladores.

No entanto, na producdo de sideréforos observou-se que apenas trés isolados
bacterianos, o correspondente a 43% do total dos isolados testados (DFs513,
DFs842 e DFs912), foram capazes de produzir este composto, de importancia tanto
para o biocontrole, quanto para promoc¢ao do crescimento vegetal [3].

Na producdo de amonia verificou-se que 100% dos isolados produziram este
composto, que pode participar no controle de fitopatdbgenos, causando a morte
destes microrganismos por agado direta sobre organismo alvo, bem como podem
induzir resisténcia das plantas contra a infeccao destes [2].

Assim, nota-se que os isolados apresentaram div  ersidade de atividades
enzimaticas, o que indica que estes antagonistas ap  resentam potencial no
controle de outras doencas e pragas como insetos e fitonematodides, onde
enzimas como quitinase e lipase, por exemplo, afeta m o ciclo de vida dos
respectivos agentes causais.

4- CONCLUSAO

Todos os isolados destacaram-se por apresentar diversidade de atividades
enziméticas, bem como, capacidade para produgdo de sideréforos, todos
estes, compostos importantes para o biocontrole e p romocao do crescimento
vegetal, por este motivo, podem ser utilizados em p  rogramas de controle
biolégico para diferentes doencas do feijdo, com po tencial para uso em
combinacgdes entre eles, bem como usados isoladament  e.
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