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1. INTRODUGAO

Durante anos de pesquisa o grupo de bacteriologia vegetal coordenado
pela Universidade Federal de Pelotas, selecionou bactérias eficientes no
biocontrole de doencas do feijaio (ZANATTA, 2007; CORREA, 2014).

Sabe-se que o ambiente pode influenciar o desenvolvimento dos
microrganismos e as interagdes entre eles, porém, até o momento a literatura traz
poucas informacdes sobre os efeitos das mudancas climaticas em relacdo ao
controle biolégico de doencas de plantas.Atualmente, tém crescido as
preocupacdes com o impacto das mudancgas climaticas sobre os ecossistemas.
Nos ultimos anos a concentracido de diéxido de carbono na atmosfera aumentou
significativamente (LUTHI et al., 2008), e a destruicdo da camada de oz6nio na
estratosfera resultou no aumento da radiagao ultravioleta-B que atinge a
superficie do planeta (PAUL, 2000), estes fatores colaboram para o aumento da
temperatura global.

Neste contexto, este estudo tem como objetivo avaliar por meio de estudos
in vitro, o desenvolvimento e a capacidade de producido de enzimas relacionadas
ao biocontrole de bactérias pré-selecionadas como biocontroladoras de doengas
da cultura do feijao, sob diferentes condi¢cées de temperatura.

2. METODOLOGIA

O ensaio foi desenvolvido no Laboratério de Bacteriologia da Universidade
Federal de Pelotas, sendo conduzido em delineamento interiamente casualizado,
com cinco repeticdes. Foram utilizados oito isolados biocontroladores adquiridos
do banco de isolados do laboratério, DFs93-Bacillus cereus; DFs348-Bacillus sp.;
DFs769-Bacillus cereus; DFs513-Pseudomonas veronii; DFs831-P. fluorescens;
DFs842-P. fluorescens; DFs843- Rhodococcus fasciens; DFs912-R. fasciens. Os
biocontradores foram testados, sob diferentes condicoes de temperatura: 17 °C,
22 °C, 27 °C, 32 °C e 37 °C.

Para a capacidade de producao de enzimas, relacionadas ao biocontrole,
testou-se a hidrdlise de carboidrato, proteina e lipidio, por meio do uso de meios
especificos: quitina (CATTELAN, 1999), caseina (MARIANO; SILVEIRA, 2005) e
lecitina (SCHAAD et al., 2001), respectivamente. Os isolados foram repicados em
“spots” e em cada placa foi adicionado uma bactéria com atividade positiva e
outra negativa como controles, as placas foram mantidas em incubadora do tipo
BOD sob as cinco temperaturas. A avaliagao foi qualitativa, baseada na alteragéo
do meio formando halo de degradacéao.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na faixa de temperatura entre 17 e 32 °C todas as bactérias se
desenvolveram, porém, a 37°C somente as bacterias do género Bacillus
formaram colbnias. Algumas bactérias possuem redes adaptativas para enfrentar
os desafios de mudanca de ambiente e sobreviver sob condicbes de estresse
(ABEE; WOUTERS, 1999). Um exemplo de resposta adaptativa pode ser
observado para B. cereus, onde um tratamento com dose de calor ndo-letal inicial
pode induzir resisténcia transiente para um posterior tratamento térmico (com
temperatura letal), fenébmeno conhecido como termotolerancia (PERIAGO et al.,
2002). Esse género bacteriano possuem ainda capacidade de formar enddsporos,
que conferem  vantagem para sobrevivéncia, pondendo resistir a altas
temperaturas, dessecacao e acao de radiacdao (ABRIOUEL et al.,2011). Estas
caracteristicas sao interessantes para que o biocontrolador persista no filoplano
ou no solo mesmo sob condi¢cdes adversas.

Em relacdo a capacidade dos isolados em produzir enzimas hidroliticas,
observou-se que apenas seis possuem essa capacidade (Tabela 1). Os isolados
do género Bacillus (DFs93, DFs348 e DFs769) mostram maior diversidade de
compostos envolvidos com controle biolégico, com capacidade para hidrolisar
todos os componentes estudados. Este género ja € estudado ha muito tempo
como agente de controle bioldgico devido a sua capacidade de sintetizar diversos
compostos antimicrobianos (ARGUELLES-ARIAS et al., 2009).

Tabela 1 — Caracterizagédo bioldgica de isolados biocontroladores em fungédo da
producdo de compostos relacionados ao biocontrole sob influéncia da

temperatura.
Quitina’ Caseina’ Lecitina'
Isolado Temperatura °C
17 22 27 32 37 17 22 27 32 37 17 22 27 32 37
DFs093 + + + + + + + + + + + + + + +
DFs348 - + + + + + + + + + - + + + +
DFs513 - - - - o + + + - 0 + + o+ + 0
DFs769 + + + + + + + + + + + + + + +
DFs831 - - - - o + + + - 0 - - + + 0
DFs842 - - - - 0 + + + + 0 - - - - 0
DFs843 - - - - 0 - - == == 0 - - - - 0
DFs912 - - -« - 0 =« = =« - 0 - - - - 0
Positivo + + + + + + + + + 0 + + + + +
"Avaliagdes qualitativas, resultados expressos como positivos (+) ou negativos (-); 0: Bactérias que ndo se

desenvolveram nas respectivas temperaturas.

Microrganismos que produzem quitinases podem inibir o crescimento e
desenvolvimento de fitopatdbgenos, uma vez que quitinases apresentam a
capacidade de ataque direto a parede celular de fungos , portanto, é dado
atencdo a estas enzimas no controle biolégico (BRZEZINSKA et al.,, 2014;
GOHEL et al., 2006).

As atividades proteoliticas e lipoliticas também sao importantes mecanismos,
alguns estudos mostram que a superproducéo de proteases resulta em melhoria
na eficacia do controle biolégico de fungos (DUNNE et al., 2000). A protedlise
também tem sido considerada importante no controle biolégico de nematoides
(KHAN et al., 2005), pesquisas associaram a atuagdo destas enzimas sobre
membranas de ovos e da cuticula de formas mdveis de diferentes espécies de
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nematoides (PADGHAM; SIKORA, 2007). Atividades lipoliticas também foram
associadas ao controle de fitonematoides (WESTCOTT; KLUEPFEL, 1993).

De modo geral, a temperatura teve pouca influéncia na capacidade
hidrolitica dos isolados, exceto para DFs348, onde na temperatura de 17°C a
hidrolise de quitina e lecitina foram inibidas, para DFs513, o qual a temperatura de
32°C inibiu a capacidade de hidrolise de caseina, e para DFs831, que também
teve a capacidade de hidrolise da caseina inibida sob 32°C, e para lecitina em
temperaturas mais amenas, 17 e 22°C, isto pode estar relacionado com a
temperatura 6tima para a producao destas enzimas pelas bactérias.

Ainda ha poucos estudos relacionando temperatura e a producao e atividade
destas enzimas bacterianas. He et al. (2003), otimizaram as condi¢gbes de cultivo
in vitro para a produgdo de enzima com atividade litica (Beta-glucanase) por
Bacillus subtilis, em seus estudos a temperatura apresentou grande efeito na
producao da enzima, sendo a temperatura 6tima para a producao de 37°C, sendo
que a atividade diminuiu significativamente quando se utilizaram temperaturas
superiores a esta. Hjort et al. (2014) trabalhando com mutantes contendo um
gene quitinase da familia 18A, determinou a temperatura de 35°C como 6tima
para sua atividade.

4. CONCLUSOES

Estes resultados instigam a continuacdo do estudo da capacidade dos
biocontroladores sob variagdes ambientais, o qual € importante para selecionar
isolados com maior capacidade adaptativa, que persistam a campo e dé maior
sustentacdo ao controle bioldgico.
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