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1. INTRODUGAO

A cultura do feijao (Phaseolus vulgaris) é afetada por uma ampla gama de
fitopatdégenos, dentre os quais, destacam-se os fungos habitantes do solo, devido
sua dificuldade de controle e potencial de danos. Entre esses estdo Sclerotinia
sclerotiorum, agente causal do mofobranco, Macrophomina phaseolina, agente
causal da podridao parda da haste e Rhizoctonia solani, causando damping-off e
podriddo do caule e raizes (BUENO et al., 2006).

Para o controle desses fitopatégenos, usualmente tem-se langado méao da
aplicagdo de fungicidas, no entanto, esses tém o inconveniente de serem
potenciais contaminantes ambientais e humano. Atualmente a populagdo mundial
cada vez mais tem dado preferéncia por produtos livres de agroquimicos, fazendo
com que aumentem as pesquisas em programas de controle bioldgico
(REMUSKA et al., 2007).

Dentre os microrganismos utilizados como agentes de controle bioldgico,
tém-se as actinobactérias. Isolados desse grupo de bactérias tém sido
amplamente citados na literatura como potenciais agentes de biocontrole de
fungos (MEDINA et al., 2013), bactérias (GAVA et al.,, 2002) e nematoides
(SOUSA et al., 2006). Sabe-se que as actinobactérias sdo um grupo promissor de
microrganismos capazes de produzir metabdlitos bioativos (BACHIEGA et al.
2005). As actinobactérias estao, naturalmente presentes no solo e, quando
testados in vitro, isolados do género Streptomyces tém mostrado potencial para
produzir antibiéticos que reduzem ou inibem o crescimento e desenvolvimento de
patdgenos de plantas comuns no solo (BRESSAN; FIGUEIREDO, 2008). Varias
espécies de actinobactérias tém sido amplamente estudadas devido a capacidade
de produzir metabdlitos secundarios, como antibidticos, enzimas extracelulares
entre outros (SOARES et al., 2009).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a antibiose de cinco
isolados de actinobactérias sobre os fungos fitopatogénicos Rhizoctonia solani,
Sclerotinia sclerotium e Macrophomina phaseolina.

2. METODOLOGIA

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Bacteriologia da
Universidade Federal de Pelotas, campus Capéao do Ledo. Os isolados fungicos e
bacterianos foram adquiridos do banco de isolados do laboratério. Os isolados de
actinobactérias foram obtidos como contaminantes em placas de Petri
apresentando antibiose contra o fungo S. sclerotiorum.
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A atividade antifungica dos cinco isolados de actinobactérias foi analisada
pelo confrontamento direto em placas de Petri. Para isso foram utilizados os
fungos fitopatogénicos R. solani, S. sclerotiorum, M. phaseolina e os isolados
bacterianos biocontroladores, SC1, SC2, SC3, SC4 e SC5. Os isolados
bacterianos biocontroladores e os patdgenos foram testados individualmente.

Para isso, discos de micélio de quatro mm de didmetro, dos fungos
fitopatogénicos, foram retirados das bordas de colbnias fungicas crescidas
previamente a 24°C por sete dias em placas de Petri, e transferidos para placas
de Petri com 95 mm de didmetro contendo meio de cultura NA (nutriente-agar).
Os isolados fungicos e bacterianos foram dispostos em extremidades opostas em
uma distancia de 40 mm na placa de Petri. Como testemunhas, foi repicado
apenas disco de micélio do fungo.

As placas foram incubadas em cémara de crescimento do tipo BOD, a
24°C, com fotoperiodo de 12h. Diariamente foi feita a mensuragao do crescimento
dos fungos no lado adjacente ao agente biocontrolador. Também foi avaliada a
formacao do halo de inibicdo induzido pelos biocontroladores e o numero de
esclerddios por placa para o fungo S. sclerotiorum.

O experimento foi montado em delineamento experimental inteiramente
casualizado, com cinco repeticdes, em que cada parcela experimental consistiu
uma placa de Petri. Os resultados foram submetidos a analise de variancia e ao
teste de comparagao multipla de medias Tukey, a 5 % de probabilidade de erro.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados encotrados no experimento para o controle
biolégico de S. sclerotiorum foi observado que todos isolados bacterianos
diminuiram o crescimento micelial do fungo em relagao a testemunha, em média
42,90%. Em relagéo a taxa de crescimento em mm por dia também observou-se
que todos os isolados inibiram o crescimento, em média 43,14%. Para o numero
de esclerodios de S. sclerotiorum, observou-se que quatro isolados foram mais
eficientes, com uma redugdo média de 91,46%, ja o isolado SC5 apresentou uma
reducao de 72,6% do numero de esclerodios (Tabela 1).

Tabela 1. Crescimento micelial (C), redugcédo do crescimento (%C), taxa de
crescimento em mm dia™ (TC), reducédo da taxa de crescimento (%TC), nimero
de esclerddios por placa (E), redugédo no numero de esclerddios por placa (%E) e
halo de inibicdo (H) do fungo Sclerotinia sclerotiorum confrontado com diferentes
isolados de actinobactérias.

Trat. C %C TC %T E %E H

Test. 42,4 a - 14,1 a - 16,4 a - -

SC1 23,7b 4410 79b 44 0,00 c 100 5,09 ab
SC2 250D 41,03 8,3b 411 1,25 ¢ 92,4 420b
SC3 241b 43,2 8,0b 43,3 0,50 c 96,9 6,04a
SC4 242 b 41,9 8,0b 43,3 0,75¢c 95,4 537 ab
SC5 23,6 b 44,3 79b 44 450b 726 166¢cC
pvalor 256" ** 25e " 5,660 *** - 1,14 " **

***Tratamentos diferem significativamente a 0,1% de probabilidade de erro, Segundo teste F.
Médias seguidas por letras iguais nao diferem entre si, Segundo teste Tukey a 5% de
probabilidade de erro.
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No experimento onde foi avaliado o efeito dos isolados bacterianos no
controle biolégico de M. phaseolina observou-se que para o crescimento micelial
todos os cinco isolados bacterianos diminuiram o crescimento micelial do fungo
em relagdo a testemunha, com média de 19,66%. Em relacdo a taxa de
crescimento em mm por dia também observou-se que todos os isolados inibiram o
crescimento, em média 19,76% (Tabela 2).

Tabela 2. Crescimento micelial (C), redugcdo do crescimento (%C) taxa de
crescimento em mm dia” (TC), redugao da taxa de crescimento (%TC) e halo de
inibicdo (H), do fungo Macrophomina phaseolina confrontado com diferentes
isolados de actinobactérias.

Trat. [ %C TC %T H

Test. 84,4 a - 28,1 a -

SC1 66,9 b 20,7 22,3b 20,6 2,02 abc
sSc2 66,3 b 20,6 22,1b 21,3 1,32 bc
SC3 69,9 b 17,1 23,3b 17,1 2,90 a
SC4 66,0 b 21,7 22,0b 21,7 2,25 ab
SC5 69,0 b 18,2 23,0b 18,1 0,90 ¢

p valor 1,42 1,4 e 7% 1,019 *

Tratamentos diferem significativamente a 5% (*) e 0,1% (***) de probabilidade de erro, Segundo
teste F. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, Segundo teste Tukey a 5% de
probabilidade de erro.

No ensaio de antibiose a R. solani, nenhum dos isolados testados no
presente trabalho foram capazes de reduzir significativamente o crescimento e
taxa de crescimento do fungo, € nem mesmo formaram halo de inibicdo (dados
nao mostrados).

As actinobactérias s&o microrganismos conhecidos por produzirem
metabdlitos secundarios com atividade antimicrobiana. Diferentes trabalhos
descrevem espécies de actinobactérias com capacidade de inibir fungos
fitopatogénicos (HARINDRAN et al., 1999; LEE; HWANG, 2002; SHI et al., 2010).
Ja existe disponiveis comercialmente produtos para biocontrole (Mycostop,
Actinovate e Actinolron) de fitopatdgenos como Fusarium sp, Alternaria sp,
Botrityssp e Phytophthora sp., que séo constituidos por esporos de Streptomyces,
indicando a aceitagdo deste género para o controle bioldgico (HAMDALI et al.,
2008; OLIVEIRA et al., 2010).

Desta forma, os isolados de actinobactérias estudadas neste trabalho
apresentam grande potencial para ser usado no controle biolégico dos
fitopatdégenos S. sclerotiorum e M. phaseolina, pois se mostraram eficientes no
ensaio de antagonismo in vitro. Diferentes analises serdo realizadas a partir dos
dados deste trabalho, como avaliacdo dos antibidticos produzidos por cada
isolado, identificagdo molecular dos isolados, antagonismo in vivo e efeito na
promog¢ao de crescimento de plantas, a fim de melhor esclarecer seu potencial
para uso no campo.

4. CONCLUSOES

Os isolados SC1, SC2, SC3, SC4 e SC5, apresentam atividade antifungica e
fungistatica contra Sclerotinia sclerotiorum e Macrophomina phaseolina.

Os isolados bacterianos testados ndo inibem o crescimento in vitro de R.
solani.
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