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RESUMO 
 

MENDONÇA, Henrique Lopes de, M.S. Universidade Federal de Viçosa, 
Fevereiro 2006. Seleção de rizobactérias como promotoras de crescimento e 
indutoras de resistência sistêmica em feijoeiro. Orientador: Reginaldo da 
Silva Romeiro. Conselheiros: Leandro Grassi de Freitas e José Rogério de 
Oliveira. 

 

Duzentas rizobactérias, isoladas de amostras de solos de rizosfera e de 

rizoplano, de plantas de feijoeiro sadias e, ou que apresentavam baixa 

intensidade de doenças, foram investigadas quanto à capacidade de promover o 

crescimento em plantas de feijoeiro, aumentar a sua produção e atuar no 

biocontrole contra diferentes patógenos da parte aérea da cultura. Nos ensaios 

de promoção de crescimento, sementes de feijoeiro ‘Ouro Negro’ foram 

microbiolizadas e plantadas, procedendo-se à seleção massal das rizobactérias, 

em condições de casa-de-vegetação. Paralelamente, os isolados foram avaliados 

quanto à habilidade em solubilizar fosfatos e, para os isolados selecionados, 

realizou-se à quantificação de enzimas fosfatases. O isolado UFV-RP 28 

solubilizou o fosfato em meio de cultura, porém, o isolado UFV-RP 31 foi 

superior ao isolado UFV-RP 28, obtendo maiores médias na quantificação das 

fosfatases. Avaliou-se a capacidade das rizobactérias em colonizar o sistema 

radicular de plantas de feijoeiro “in vitro”, semeando-se sementes 

microbiolizadas em meio ágar-água semi-sólido (0,8%), e procedendo-se 

inspeções visuais diárias. Oito rizobactérias colonizaram o sistema radicular, 

entretanto, as rizobactérias selecionadas não demonstraram tal habilidade. 

Baseados nos ensaios “in vitro” e “in vivo”, dois isolados (UFV-RP 28 e UFV-RP 

31) foram selecionados como promissores em promover o crescimento das 

plantas e, levados ao campo para os ensaios de produtividade. O potencial 

antagonístico das rizobactérias foi verificado por meio de testes de antibiose “in 

vitro”, a fim de observar possíveis efeitos tóxicos diretos dos antagonistas sobre 

o patógeno desafiante Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli e sobre outros 
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patógenos da parte aérea da cultura. Quatro isolados apresentaram antibiose 

direta sobre o patógeno desafiante e, os três isolados selecionados não inibiram 

o crescimento de quaisquer patógenos. Os isolados selecionados também foram 

avaliados quanto à produção de sideróforos e quitinase. Os resultados foram 

positivos e negativos, respectivamente, para todos os três isolados. Nos ensaios 

de biocontrole, primeiramente procedeu-se à seleção massal dos antagonistas, 

por meio de inoculações de plantas de feijoeiro com o patógeno desafiante 

Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli. Três isolados (UFV-RP 48, UFV-RP 53 e 

UFV-RP 63) que tiveram as menores médias de lesões por centímetro quadrado 

foram selecionados. Na re-testagem, apenas o isolado UFV-RP 53 foi superior à 

testemunha, com redução de 50% na severidade da doença, sendo selecionado 

para os ensaios de campo. No primeiro experimento de campo foram avaliadas 

as severidades da mancha angular (Phaeoisariopsis griseola) e da ferrugem 

(Uromyces appendiculatus), que ocorreram naturalmente e de maneira simultânea, 

observando-se, no tratamento com o isolado UFV-RP 53 redução de 30% da 

severidade de ambas as doenças. No segundo, ocorreu apenas a ferrugem e, 

novamente o isolado UFV-RP 53 foi superior à testemunha, reduzindo a 

severidade em 43%. Pela separação espacial entre os componentes microbianos 

da interação e pela ausência de efeitos deletérios diretos dos antagonistas sobre 

os patógenos, acredita-se que o controle da doença esteja ocorrendo através da 

indução de resistência sistêmica. O isolado UFV-RP 53 foi identificado por 

análise de ácidos graxos e sequenciamento rRNA 16S como Pseudomonas putida.  
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ABSTRACT 

 

MENDONÇA, Henrique Lopes de, M.S. Universidade Federal de Viçosa, 
February 2006. Selection of rhizobacteria as growth-promoters and 
inducers of systemic resistance in bean. Advisor: Reginaldo da Silva 
Romeiro. Committee members: Leandro Grassi de Freitas and José Rogério 
de Oliveira. 

 

Two hundred rhizobacteria obtained from rhizosphere and rhizoplane of 

healthy looking bean plants were investigated for their ability to promote 

growth in bean plants, increase grain yield and induce systemic resistance 

against leaf pathogens. In growth-promoting assays, bean seeds (‘Ouro Negro’) 

were microbiolized with a propagule suspension and next sown under 

greenhouse conditions for quantification of growth parameters. In the 

laboratory conditions each isolate was also tested, for its ability to solublize 

phosphate and produce phosphatases. The isolate RP 28 solubilized phosphate 

in culture medium, but isolate RP 31 produced higher activity of phosphatases 

than RP28. When the root colonization bioassay was performed by seed 

microbiolization, eight out of 200 isolates colonized roots, which did not include 

the isolates selected previously. Based on in vitro and in vivo  assays, isolates  

UFV-RP 28 and UFV-RP 31  were selected to test for plant growth promotion. 

Despite growth promotion detected in the greenhouse trials, no yield increased 

was observed in field experiments. The antagonistic potentiality of all 

rhizobacteria was investigated “in vitro” in order to verify whether they would 

show direct antagonism against canopy pathogens. Only four isolates showed 

direct antibiosis against Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli but not against 

other pathogens tested. The selected isolates did not show any antagonistic 

activity against pathogens. All the three isolates produced siderophore but not 

chitinases. Induction of systemic resistance in plants microbiolized with isolate 

UFV-RP 48, UFV-RP 53 or  UFV-RP 63 was determined in greenhouse 
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experiments with use of Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli as the challenging 

pathogen. These isolates in the previous testes were efficient for reducing 

disease severity. In the repeated inoculation, isolate RP 53 proved to be most 

efficient by reducing disease severity  by 50% and was selected for field trial. 

Two experiments were done under field conditions. In the first, the severity of 

naturally occurring angular leaf spot (Phaeoisariopsis griseola) and rust (Uromyces 

appendiculatus), was 30% lower on plants originating from from seeds 

microbiolized with the rhizobacterium UFV-RP 53. In a second experiment, 

angular leaf spot did not appear, and the severity of rust was 43% lower on 

plants originating from UFV-RP 53 treated plants. Considering the spatial 

separation between the microbial components of the interaction, the multiplicity 

of protection as well as the lack of direct antagonism against investigated 

pathogens, the observed biocontrol may be a situation of induced resistance. 

Because of the good performance of isolate UFV-RP 53 as biocontrol agent, 

including to under field conditions, it was identified by both fatty-acid analysis 

and 16S rRNA sequencing as Pseudomonas putida.  
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INTRODUÇÃO GERAL 

 
 

 O feijão comum (Phaseolus vulgaris L.), espécie mais cultivada do gênero 

Phaseolus, é uma planta da família das Leguminoseae, de crescimento 

determinado ou indeterminado (Vieira, 1983). Constitui-se não somente como 

base energética da alimentação, mas também em muitos casos, na fonte mais 

comum e disponível de proteínas. É um dos alimentos básicos do brasileiro e de 

outros povos da América Latina (Moura, 1982). 

O Brasil, considerando apenas o gênero Phaseolus, é o maior produtor 

mundial de feijão. Entretanto, a produção brasileira de feijão tem sido 

insuficiente para abastecer o mercado interno (Emprapa-CNPAF, 2003). Muito 

ainda se perde devido ao uso inadequado de práticas de manejo e, 

principalmente, por causa das doenças que ocorrem ao longo de todo o ciclo da 

cultura. Estima-se que as perdas provocadas por doenças sejam da ordem de 10 

a 25% (Hall, 1994), porém, estas muitas vezes podem chegar a valores próximos 

a 100% (Makini & Danial, 1995). 

Visando reduzir as perdas causadas pelos patógenos, diferentes medidas 

de controle têm sido recomendadas: rotação de culturas, manejo da irrigação, 

alteração do espaçamento e o controle químico, que certamente é o método mais 

empregado para o controle das doenças na cultura (do Vale & Zambolim, 1997). 

Entretanto, a preocupação com os efeitos adversos dos agroquímicos na saúde 

humana e no ambiente vêm aumentando e, cada vez mais, surgem restrições 

legais ou comerciais ao seu uso (Utkhede, 1996). Desta maneira, tem-se buscado 

alternativas ao uso dos pesticidas, e, dentre elas, está o controle biológico. 

A utilização de rizobactérias, como agentes de biocontrole e promotoras 

de crescimento de plantas, vem sendo estudada de maneira contínua em 

inúmeras instituições de pesquisa do Brasil e do mundo (Bettiol, 1999; Brown, 
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1974; Chen et al., 1996; Luz, 2001; Nordlund, 1996; Romeiro et al., 1997; Van Loon 

et al., 1998). 

Vários trabalhos encontrados na literatura relatam o bom desempenho de 

rizobactérias como promotoras de crescimento em várias culturas (Chen et al., 

1996; Enebak et al., 1997; Mei, 1989). Por exemplo, Chanway (1997), relata a 

utilização de rizobactérias como promotoras de crescimento em coníferas, numa 

tentativa de acelerar o processo de adaptação das mudas transplantadas, já que 

estas plantas são utilizadas para reflorestamento. De acordo com o autor, as 

rizobactérias tanto protegiam as raízes como aceleravam o crescimento e a 

emissão destas. 

É também relatado o uso de rizobactérias como agentes de biocontrole, 

induzindo resistência sistêmica contra fungos, bactérias e vírus em Arabidopsis, 

feijoeiro, pepino e tomate (Van Loon et al., 1998). Liu et al., 1995a, constataram 

que rizobactérias do gênero Pseudomonas induziram resistência sistêmica contra 

murcha de Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum em plantas de pepino.  

Objetivou-se, neste trabalho, formar uma coleção significativa de 

possíveis antagonistas (aproximadamente 200 rizobactérias) a partir do 

isolamento de solo de rizosfera e de rizoplano de plantas sadias de feijoeiro, e 

testá-los como agentes de biocontrole para doenças bacterianas e fúngicas da 

parte aérea do feijoeiro, e também avaliá-los quanto à promoção de crescimento 

das plantas, em condições de casa-de-vegetação e de campo. 
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CAPÍTULO 1: SELEÇÃO DE RIZOBACTÉRIAS DE FEIJOEIRO HÁBEIS EM 

PROMOVER O CRESCIMENTO E O INCREMENTO NA 

PRODUTIVIDADE DA CULTURA. 

 
RESUMO 

 
 Coletaram-se amostras de solos de rizosfera e de rizoplano, onde havia 

cultivo do feijoeiro, de plantas sadias e, ou que apresentavam baixa intensidade 

de ataque de patógenos e, isolaram-se 200 rizobactérias. Visando encontrar 

alguma rizobactéria capaz de promover o crescimento em plantas de feijoeiro e 

aumentar a sua produção, sementes da cultivar ‘Ouro Negro’ foram 

microbiolizadas com cada um dos isolados obtidos e plantadas em copos 

plásticos contendo solo não esterilizado, em casa-de-vegetação, procedendo-se à 

seleção massal das rizobactérias. Avaliou-se também a capacidade das 

rizobactérias em colonizar o sistema radicular de plantas de feijoeiro “in vitro”, 

utilizando-se de bioensaio. Oito rizobactérias colonizaram o sistema radicular e, 

nenhuma das duas rizobactérias pré-selecionadas (UFV-RP 28 e UFV-RP 31) 

apresentou tal habilidade no bioensaio realizado. Todos os isolados também 

foram avaliados quanto à habilidade em solubilizar fosfatos e produzir enzimas 

fosfatases, dos quais 55 isolados foram considerados solubilizadores. 

Selecionaram-se dois isolados (UFV-RP 28 e UFV-RP 31) como promissores em 

promover o crescimento das plantas, em termos das variáveis avaliadas: 

aumento da área foliar, peso da matéria fresca, peso da matéria seca e peso do 

sistema radicular. O isolado UFV-RP 28 obteve resultado positivo no ensaio de 

solubilização de fosfato, entretanto, o isolado UFV-RP 31 logrou resultado 

superior na detecção da atividade de fosfatases. Os resultados de campo 

refletiram, em parte, os resultados obtidos em casa-de-vegetação. Apesar de se 

observar indícios de promoção de crescimento pelas variáveis de crescimento 

avaliadas, não se obteve incremento na produtividade da cultura em condições 

de campo. 
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ABSTRACT 

 
Soil samples were collected from the rhizosphere and rhizoplane of bean 

plants either healthy or with minimal disease symptoms and isolation for the of 

200 potential antagonists. All the isolates were screened for their ability to 

promote growth or yield increase of bean plants. Bean seeds (‘Ouro Negro’) 

were microbiolized with propagule suspension of each isolate and sown in 

plastic bags containing non-sterile soil in a greenhouse. The root colonization 

bioassay was also performed for all 200 isolates and only 8 of them showed 

positive results. The plant growth promoting potencial of all isolates was 

evaluated as well as their ability to produce phosphatases. Only two isolates, 

UFV-RP 28 and UFV-RP 31, promoted increases in leaf area, shooot fresh weight 

and root dry weight while 55 isolates solubilized phaphates. The isolate UFV-RP 

28 did solubilized phosphate while isolate UFV-RP 31 showed phosphatase 

activity. In the field experiment these two bacteria did not show promote 

growth or increasing grain yield.  
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1. INTRODUÇÃO 

O feijão é um dos alimentos básicos do brasileiro e de outros povos da 

América Latina, constituindo-se como base energética e fonte de proteínas na 

nossa alimentação (Moura, 1982). Segundo Harlan (1975), é a leguminosa de 

maior importância para o consumo humano direto.   

 Os principais países produtores de feijão são Brasil, China e Índia, que 

respondem por 50% da produção mundial (FAOSTAT, 2005). 

No Brasil, os maiores estados produtores de feijão são Paraná, Minas 

Gerais, Bahia, São Paulo, Goiás (MAPA, 2005). Porém, a produção brasileira não 

tem sido suficiente para atender a demanda interna. O consumo per capita no 

Brasil, que em 2001, ficou em torno 14,9 kg/hab/ano, vem caindo ao longo dos 

anos. Na década de 70 atingiu índices de até 23-24 kg/hab/ano (Emprapa-

CNPAF, 2004). 
Haja vista a importância econômica e alimentar do feijoeiro fazem-se 

necessárias buscas por medidas alternativas que possam reduzir as perdas e 

maximizar a sua produtividade. 

Pesquisas utilizando-se rizobactérias como inoculantes em diferentes 

culturas, objetivando o incremento “natural” na produção, datam desde 1885, 

quando se começaram investigar microrganismos não rizobiais (Luz, 1996). 

A partir de 1978, trabalhos de Burr et al. (1978) em batata e de Kloepper & 

Schroth (1978) em rabanete, foi reconhecido que as rizobactérias poderiam 

estimular o crescimento das plantas, despertou-se o interesse por estes 

organismos. Estabeleceu-se o conceito de rizobactérias PGPR, do termo em 

inglês Plant Growth-Promoting Rhizobacteria (Kloepper & Schroth, 1978). Mais 

tarde, pesquisadores chineses utilizaram a terminologia YIB - “Yield Increasing 

Bacteria”, bactérias que aumentam a produção, para designar o mesmo grupo 

de rizobactérias (Chen et al., 1996). 
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Desde então, rizobactérias têm sido estudadas nas últimas décadas como 

inoculantes para o incremento da produção agrícola, para o controle biológico 

de patógenos de solo e ainda como indutores de resistência sistêmica (Chen et 

al., 1996; Liu et al., 1995a,1995b; Van Loon et al., 1998).  

Encontrar uma rizobactéria que apresente boa capacidade de promover o 

crescimento de plantas, que possa ser utilizada para o incremento na produção 

agrícola, é tarefa árdua e o grande objetivo de pesquisadores que se empenham 

neste mister (Chen et al., 1996; Van Loon et al., 1998).  Na China, Chen et al. 

(1996) relataram o emprego de rizobactérias em larga escala, sendo utilizadas 

por produtores a partir da metade dos anos 80, como ferramenta no manejo 

integrado. Luz (1997) para testar o efeito das rizobactérias em aumentar o 

rendimento de gramíneas, microbiolizou sementes de trigo e semeou-as em 

campo, constatando, ao final do ensaio, um acréscimo na produção de até 14% 

em relação à testemunha não microbiolizada. Gagné et al. (1993) relataram o 

aumento do rendimento de frutos de tomateiro comercializáveis, produzidos 

em condições de casa-de-vegetação, onde as mudas de tomateiro foram 

“inoculadas” com suspensão de rizobactérias do gênero Pseudomonas. Zhang et 

al. (1997), demonstraram que rizobactérias poderiam estimular o crescimento de 

plantas de soja, obtendo-se o aumento da taxa fotossintética, peso da matéria 

seca, do número de folhas e da área foliar. 

Vários mecanismos estão envolvidos na promoção do crescimento das 

plantas por PGPR (Jeon et al., 2003; Joo et al., 2004) os quais podem ser divididos 

em mecanismos diretos e indiretos. De maneira direta, por exemplo, PGPRs 

podem produzir substâncias análogas a fitormônios, aumentar a 

permeabilidade das raízes, solubilizar e disponibilizar nutrientes como fósforo e 

nitrogênio, dentre outros (Chanway & Nelson, 1991; Glick & Bashan, 1997; 

Kloepper, 1993; Rodríguez & Fraga, 1999; Sumner, 1990).  

No tocante ao fósforo, nutriente limitante nos solos agrícolas brasileiros, 

rizobactérias são ditas como capazes de solubilizar o fósforo adsorvido e 
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degradar a matéria orgânica presente no solo disponibilizando formas solúveis 

de fosfatos, através de enzimas fosfatases (Jeon et al., 2003; Sahin el al., 2004). Na 

fração orgânica do solo existem diferentes compostos, tais como ácidos 

nucléicos, fosfolipídeos, dentre outros que podem ser mineralizados, liberando 

o radical fosfato (Raghothama, 1999). 

Diferentes autores demonstraram ganho significativo na produtividade 

do feijoeiro utilizando-se altas doses de fósforo (P), via adubação fosfatada no 

plantio (Fontes et al., 1973, Chagas et al. 1983; Lana, 1988). 

De maneira indireta, rizobactérias PGPRs atuam principalmente 

produzindo substâncias antimicrobianas, competindo por espaço, nutrientes e 

por nichos ecológicos com outros microrganismos do solo, ou até mesmo 

induzindo resistência (Elad & Chet, 1987; Kloepper, 1993; Kloepper et al., 1980; 

Tomashow & Weller, 1988). 

Assim, buscou-se neste trabalho testar 200 isolados de rizobactérias, 

obtidos de rizosfera e rizoplano de plantas sadias de feijoeiro, quanto a sua 

possível capacidade em solubilizar fosfatos, promover o crescimento de plantas 

de feijoeiro, e aumentar o rendimento da cultura em condições de campo. 

 

 
2. MATERIAL E MÉTODOS 

 
 
2.1. Isolamento das rizobactérias.  

Coletaram-se amostras de solo de rizosfera e de rizoplano, em lavouras 

de feijoeiro, em três diferentes localidades: Universidade Federal Rural do Rio 

de Janeiro, Campos dos Goytacazes (RJ), Campo Experimental da Agronomia e 

Campo Experimental Horta Nova – Universidade Federal de Viçosa, Viçosa 

(MG). Tais amostras foram procedentes de plantas de feijoeiro sadias e, ou que 

apresentavam baixa intensidade de ataque de patógenos.  
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Para o isolamento de rizobactérias da rizosfera foram adicionados 10g de 

solo em 100mL de solução salina (0,85% NaCl), procedendo-se à extração sob 

contínua agitação, em agitador rotatório de plataforma, por 30 minutos, à 

temperatura ambiente. Em seguida, procedeu-se a diluição em série dos extratos 

de solo (fator 10) e, de cada diluição, retirou-se uma alíquota de 50µL, que foi 

semeada em placas de Petri contendo meio de cultura 523 (Kado & Heskett, 

1970), com o auxílio da alça de Drigalsky, incubando-se, em seguida, a 28°C. 

Colônias individualizadas de rizobactérias de rizosfera que surgiram, foram 

repicadas para tubos de ensaio contendo o mesmo meio de cultura. 

Procedimento semelhante foi adotado para o isolamento de rizobactérias do 

rizoplano, variando-se apenas a adição de 10g de raízes + solo aderido (raízes 

parcialmente lavadas). Isolaram-se 200 rizobactérias.  

 

2.2. Cultivo e preservação dos microrganismos. 

As rizobactérias isoladas foram cultivadas e preservadas por meio de 

repicagens periódicas (Romeiro, 2001) tubo a tubo em meio 523 para o uso 

contínuo nos ensaios realizados. Os isolados de rizobactérias selecionados como 

promissores em promover o crescimento de plantas de feijoeiro (item 3.1) foram 

paralelamente preservados por emulsificação em glicerina a 15% (Gerhardt, 

1994), seguindo-se armazenamento a –80°C . 

 

2.3. Microbiolização de sementes. 

Sementes de feijoeiro ‘Ouro Negro’ foram microbiolizadas por embebição 

(Romeiro, 2000; Silva et al., 2000). Para tanto, foi feita uma suspensão de 

propágulos de cada uma das duzentas rizobactérias isoladas (OD540 = 0,5), pela 

adição de água esterilizada nos tubos de ensaio ou em placas de Petri contendo 

as culturas bacterianas previamente repicadas e com 24 horas de idade.  As 
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sementes de feijoeiro, após desinfestação superficial (álcool 70%/30s e NaClO 

4%/2min) foram imersas na suspensão bacteriana, mantidas sob agitação à 

temperatura ambiente, por 12 horas, sendo em seguida plantadas. 

2.4. Seleção massal e ensaios de promoção de crescimento em condições de 

casa-de-vegetação. 

Nestes ensaios as rizobactérias foram avaliadas quanto à habilidade 

putativa em promover o crescimento de plantas de feijoeiro, comparadas às 

plantas provenientes de sementes não expostas a rizobactérias.  

Na seleção massal, as sementes de feijoeiro microbiolizadas com 

suspensão de propágulos dos antagonistas ajustada para OD540 = 0,5 foram 

colocadas para germinar em copos plásticos descartáveis de 0,3L, contendo 

composto de solo, areia e esterco (3:3:1) não esterilizado, em casa de vegetação. 

Como controle negativo utilizou-se sementes não microbiolizadas, imersas 

apenas em água. As variáveis avaliadas 30 dias após o plantio, para confirmação 

da promoção de crescimento, foram peso da matéria fresca e seca da parte aérea, 

peso do sistema radicular e a área foliar (cm2), utilizando-se o medidor LI-COR 

(modelo 3100). Para cada rizobactéria em teste, foram feitas 5 repetições. 

Após a seleção inicial, os melhores isolados foram novamente testados 

para a confirmação da hipótese, utilizando-se um número maior de repetições. 

Foram feitas 6 repetições, sendo que cada repetição constitui-se de 3 plantas. 

Avaliaram-se ao todo 18 plantas para cada antagonista. Desta vez, as variáveis 

avaliadas, 30 dias após o plantio, foram: altura, número de folhas e folíolos, peso 

da matéria fresca e seca e a área foliar. 
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2.5. Bioensaio de colonização radicular. 

Sementes de feijoeiro microbiolizadas foram postas a enraizar em tubos 

de ensaio (duas por tubo) contendo meio ágar-água semi-sólido (0,8% de ágar) 

esterilizado. Os tubos foram mantidos em ambiente de laboratório e, após a 

germinação das sementes, realizaram-se inspeções visuais diárias para 

verificação da presença de crescimento bacteriano circundando as raízes, 

assumindo-se que o sistema radicular foi colonizado pelo isolado, conforme 

bioensaio desenvolvido por Romeiro et al. (1999). 

 

2.6. Bioensaio de solubilização de fosfatos. 

Em placas de Petri com meio de cultura contendo fosfato insolúvel 

CaHPO4 (Cattellan & Hartel, 2000, adaptado de Sylvester-Bradley et al., 1982), os 

isolados de rizobactérias foram repicados, em pontos eqüidistantes, e 

posteriormente incubados a 25°C. No decorrer do período de incubação 

(máximo até 7 dias), a formação de halo ao redor das colônias indicou a 

habilidade das rizobactérias em solubilizar o fosfato. Todos os duzentos 

isolados foram testados e, para cada rizobactéria, foram feitas três repetições. 

 

2.7. Detecção da atividade de fosfatases. 

Para a detecção e quantificação de enzimas fosfatases, utilizou-se como 

substrato o reagente o ρ-nitrofenilfosfato (P-NPP). Este, na presença de 

fosfatases, libera fosfato e ρ-nitrofenol, que por sua vez é um composto incolor 

que se torna amarelo em meio básico, conforme esquematizado na figura 1. 
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Figura 1 – Atividade de enzimas fosfatases sobre o ρ-nitrofenilfosfato (P-NPP). 

 

Neste ensaio, utilizaram-se duas rizobactérias pré-selecionadas nos 

ensaios de promoção de crescimento (UFV-RP 28 e UFV-RP 31) e três 

rizobactérias (UFV-RP 48, UFV-RP 53 e UFV-RP 63) pré-selecionadas nos 

ensaios de biocontrole (capítulo 2), as quais foram cultivadas em meio líquido e 

na fase exponencial de crescimento, tiveram sua concentração ajustada (OD540 = 

0,2). As células bacterianas foram removidas por centrifugação (10.000g por 20 

min). Logo após, 100µL do sobrenadante foi adicionado a 400µL de ρ-

nitrofenilfosfato e mantidos em banho-maria (37°C/3h). Ao término do período 

de incubação, adicionaram-se 500µL de NaOH 1M. A atividade de fosfatase foi 

quantificada por espectrofotometria (410ηm) e os valores obtidos comparados à 

curva padrão (Figura 2). Para cada rizobactéria em teste realizaram-se três 

repetições. 
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Figura 2 – Curva padrão para quantificação da atividade de fosfatase. 
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Para estimar a curva padrão adicionaram-se volumes conhecidos de ρ-

nitrofenol a tubos de ensaio contendo água destilada (volume final 500µL) e 

NaOH (500µL). As concentrações usadas de ρ-nitrofenol, em µmol/mL, foram: 0 

(água); 0,010; 0,015; 0,020; 0,030; 0,040; 0,060; 0,080 e 0,100. 

 

2.8. Ensaios de campo. 

Depois de selecionadas as melhores rizobactérias, realizaram-se os testes 

em condições de campo, a fim de determinar o desempenho de cada antagonista 

nesta situação. Os ensaios de campo foram realizados da seguinte maneira: em 

linhas de 1 metro com espaçamento entre linhas de 50 cm, com 15 plantas por 

metro, foram realizados os seguintes tratamentos: sementes de feijoeiro 

microbiolizadas com os diferentes isolados selecionados e sementes embebidas 

apenas em água (controle negativo), plantadas de acordo com as especificações 

técnicas de plantio, quanto ao espaçamento, adubação e manejo.  

  Ao final do ciclo da cultura avaliaram-se, para cada tratamento, as 

variáveis de produção: número de vagens por planta, número de sementes por 

vagem, número de sementes por planta e peso (g) de sementes por planta, 

extrapolando-se, ao final, a produtividade para um hectare. 

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados, com 

cinco blocos, com 10 repetições por bloco. Utilizaram-se também cinco plantas 

como bordadura para cada tratamento. 

A análise estatística foi realizada utilizando-se o programa Statisitca®, 

versão 6.0, procedendo-se o teste de média de Tukey, ao nível de significância 

de 5%. 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 O conjunto de 200 culturas bacterianas obtidas a partir do isolamento foi 

armazenado para estudos posteriores. Algumas culturas fluoresceram sob luz 

UV, mas a maioria não. Algumas apresentaram morfologia semelhante a 

espécies de Bacillus sp. Houve grande diversidade de cores e formas de colônia. 

3.1. Promoção de crescimento e seleção em casa-de-vegetação. 

 
 Para cada variável de promoção de crescimento (peso da matéria fresca e 

seca da parte aérea, peso seco do sistema radicular e área foliar) avaliada na 

seleção massal, selecionaram-se 10 rizobactérias, cujas médias das variáveis 

avaliados em plantas oriundas de sementes microbiolizadas, foram superiores, 

numericamente, às médias das testemunhas, conforme se pode observar nas 

figuras 1, 2, 3 e 4. Entretanto, em alguns casos, plantas microbiolizadas por 

rizobactérias cujas médias foram superiores para determinada variável, 

mostraram-se inferiores em outras, como por exemplo, plantas microbiolizadas 

com o isolado UFV-RP 61, com média superior à testemunha apenas na variável 

área foliar (Figura 3).  

Desta maneira, as médias de todos os tratamentos foram convertidas em 

índices e as testemunhas consideradas como índice 100% para cada parâmetro 

(Figura 5). Do universo de duzentas rizobactérias testadas, pré-selecionaram-se 

duas (UFV-RP 28 e UFV-RP 31) como mais promissoras em promover o 

crescimento de plantas de feijoeiro. 

Na re-testagem, além das duas rizobactérias pré-selecionadas, testaram-se 

outras três (UFV-RP 48, UFV-RP 53 e UFV-RP 63) que obtiveram o melhor 

desempenho nos ensaios preliminares de biocontrole (capítulo 2) e, que foi 

observado algum efeito na promoção de crescimento.  
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As médias das variáveis avaliadas para cada um dos tratamentos com os 

isolados, em termos numéricos, foram superiores à testemunha. Porém, somente 

as médias das variáveis peso da matéria fresca e seca da parte aérea, figuras 9 e 

10, respectivamente, avaliados em plantas previamente microbiolizadas com a 

rizobactéria UFV-RP 31 foram superiores às observadas nas plantas 

testemunhas, diferindo-se estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de 

significância. Não houve, no entanto, diferença estatística entre as médias para 

as variáveis: altura (figura 6), número de folhas (figura 7), número de folíolos 

(figura 8) e área foliar (figura 11). 

Em estudos semelhantes, Deuner et al. (2001) avaliaram variáveis diretas, 

tais como altura de planta, número de folhas ou folíolos, peso da matéria fresca 

ou seca, para testar 140 rizobactérias, aplicadas via tratamento de sementes, com 

finalidade de selecionarem isolados com características de PGPR em tomateiro, 

em casa de vegetação. Carrer Filho et al. (2001), também em tomateiro, 

avaliaram as mesmas variáveis, porém trabalhando com actinomicetos. Em 

ambos os casos, os autores também não lograram total êxito, visto que, algumas 

características avaliadas nos tratamentos onde se aplicaram rizobactérias 

também não diferiram estatisticamente das testemunhas. 

Embora os resultados não forem totalmente preditivos quanto à 

promoção de crescimento do feijoeiro mediada por ambos os isolados pré-

selecionados, mesmo assim estes foram levados a campo para a avaliação da 

produtividade de cada tratamento ao final do ciclo da cultura.  
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  Figura 1 - Média de peso da matéria fresca da parte aérea de plantas de 
feijoeiro ‘Ouro Negro’ microbiolizadas com diferentes rizobactérias. 
Não houve diferença significativa pelo teste de Tukey a 5%. 
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Figura 2 - Média de peso da matéria seca da parte aérea de plantas de feijoeiro 
‘Ouro Negro’ microbiolizadas com diferentes rizobactérias. Não 
houve diferença significativa pelo teste de Tukey a 5%. 
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Figura 3 - Média da área foliar de plantas de feijoeiro ‘Ouro Negro’ 
microbiolizadas com diferentes rizobactérias. Não houve diferença 
significativa pelo teste de Tukey a 5%. 
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Figura 4 - Média de peso da matéria seca do sistema radicular de plantas de 
feijoeiro ‘Ouro Negro’ microbiolizadas com diferentes rizobactérias. 
Não houve diferença significativa pelo teste de Tukey a 5%. 
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Figura 5 – Média, em porcentagem, do somatório das variáveis de crescimento 

avaliados nas plantas de feijoeiro ‘Ouro Negro’ microbiolizadas com 
diferentes rizobactérias. 
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Figura 6 - Média da altura de plantas de feijoeiro ‘Ouro Negro’ previamente 

microbiolizadas com rizobactérias. As médias seguidas de mesma 
letra não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significância.  
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Figura 7 - Média do número de folhas de plantas de feijoeiro ‘Ouro Negro’ 
previamente microbiolizadas com rizobactérias. As médias seguidas 
de mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de 
significância.  
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Figura 8 - Média do número de folíolos de plantas de feijoeiro ‘Ouro Negro’ 
previamente microbiolizadas com rizobactérias. As médias seguidas 
de mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de 
significância.  
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Figura 9 - Média do peso da matéria fresca da parte aérea de plantas de 
feijoeiro ‘Ouro Negro’ previamente microbiolizadas com 
rizobactérias. As médias seguidas de mesma letra não diferem entre 
si pelo teste de Tukey a 5% de significância.  
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Figura 10 - Média do peso da matéria seca da parte aérea de plantas de 
feijoeiro ‘Ouro Negro’ previamente microbiolizadas com 
rizobactérias. As médias seguidas de mesma letra não diferem entre 
si pelo teste de Tukey a 5% de significância.  
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Figura 11 - Média da área foliar de plantas de feijoeiro ‘Ouro Negro’ 
previamente microbiolizadas com rizobactérias. As médias seguidas 
de mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de 
significância.  

 

 

3.2. Colonização Radicular. 

 
Após observações diárias dos tubos verificou-se, dentre as duzentas 

rizobactérias testadas, que o crescimento bacteriano circundando as raízes 

aconteceu apenas em oito dos tratamentos. As rizobactérias com habilidade para 

colonizar o sistema radicular, conforme o bioensaio (Romeiro et al., 1999) foram 

os isolados de rizoplano UFV-RP 03, UFV-RP 07, UFV-RP 08, UFV-RP 10, e  

UFV-RP 12, e, os isolados de rizosfera UFV-RF 14, UFV-RF 17 e UFV-RF 19.  

Não se verificou relação entre isolados que colonizaram o sistema 

radicular e aqueles que foram pré-selecionados como possíveis promotores de 

crescimento.  
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3.3. Solubilização de Fosfatos. 

 Após 7 dias de incubação, observou-se a solubilização do fosfato pela 

formação de halos ao redor de algumas colônias das rizobactérias repicadas no 

meio. Dos 200 isolados testados em 55 foi observada atividade de solubilização 

de fosfato “in vitro” (Figura 12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12 - Bioensaio de solubilização de fosfato. A – Controle positivo e 
negativo; B – Halos de solubilização de fosfato produzidos por 
algumas rizobactérias testadas. 

 

Entre os dois isolados de rizobactérias selecionadas como promissoras em 

promover o crescimento do feijoeiro, apenas o isolado UFV-RP 28 foi capaz de 

solubilizar o fosfato no bioensaio realizado. 

Contudo, deve-se ressaltar que bactérias produzem diferentes tipos de 

enzimas denominadas fosfatases, tanto ácidas como básicas (Rodríguez, 1999) e 

também, a simples acidificação do meio, promovida por diferentes ácidos 

orgânicos, produzidos e excretados pelas bactérias, a formação de CO2, poderia 

solubilizar o fosfato e mascarar os resultados.   

 
3.4. Atividade de Fosfatases 
 

 No ensaio de quantificação de enzimas fosfatases produzidas pelas 

rizobactérias, dentre os isolados pré-selecionados tanto para promoção de 
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crescimento quanto para o biocontrole, o que obteve o melhor desempenho foi o 

isolado UFV-RP 53. Apesar do isolado UFV-RP 28 ser o único, dentre os 

melhores isolados, capaz de solubilizar o fosfato, antes insolúvel, em meio de 

cultura (item 3.3), obteve o menor resultado na quantificação da produção de 

enzimas fosfatases. 

As médias das concentrações de ρ-nitrofenol (usado para a quantificação 

das enzimas) obtidas para cada uma das rizobactérias avaliadas são expressas, a 

seguir, na figura 13. 
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Figura 13 – Atividade de fosfatases, expressa pela concentração de ρ-nitrofenol 
(µmol/mL), exibida por rizobactérias.  

 

A habilidade das PGPRs em disponibilizar nutrientes e aumentar sua 

absorção pelas plantas pode fazer a diferença em várias culturas, inclusive no 

feijoeiro, principalmente em sistemas agrícolas de baixa tecnologia. Nestes casos 

a aplicação das PGPR por pequenos agricultores supriria, em parte, as correções 

com fertilizantes sintéticos, de alto custo. 

Em plantas de feijoeiro deficientes em fósforo observa-se 

desenvolvimento anormal, as folhas tomam coloração verde-escura e menos 

flores são produzidas. Conseqüentemente, há redução considerável na sua 

produção. Sabendo-se que nossos solos possuem grande quantidade de fósforo 

indisponível, e considerando a baixa mobilidade do elemento de uma maneira 
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geral, este poderá ser disponibilizado e aproveitado pelas plantas através de sua 

solubilização ou mineralização da matéria orgânica, que pode perfeitamente ser 

mediada pelo uso de rizobactérias que possuem a maquinaria genética 

necessária.  

 

3.5. Ensaios de campo: produtividade. 

 Nos ensaios de campo não houve diferença significativa entre os 

tratamentos para nenhuma das variáveis avaliadas: número de vagens por 

planta (Figura 14), número de sementes por vagem (Figura 15), número de 

sementes por planta (Figura 16) e peso de sementes por planta (Figura 17).   

Extrapolando-se os valores obtidos para a produtividade média esperada 

para um hectare, observou-se ligeira diferença em termos numéricos entre os 

tratamentos, com vantagem para o tratamento com a rizobactéria UFV-RP 28, 

porém, não significativa (Figura 18). 

 Haja vista o potencial do uso de rizobactérias tanto em promover o 

crescimento quanto em aumentar o rendimento de culturas (Asghar et. al., 2004) 

insucessos também não são incomuns, como por exemplo descrevem Antunez 

et. al. (2003). 

Apesar de se observar promoção de crescimento através de algumas 

variáveis avaliadas em condições de casa-de-vegetação, estas não se revelaram 

em termos de aumento na produtividade da cultura, principal característica 

almejada em todo o processo de seleção. 

A avaliação de variáveis diretas para a seleção massal de rizobactérias 

como promotoras de crescimento em feijoeiro talvez não tenha sido a melhor 

escolha. Porém, se considerar-se hipoteticamente uma situação onde a PGPR 

produza análogos de fitormônios, metabolize a matéria orgânica, disponibilize 

nutrientes, dentre outros, separados ou atuando conjuntamente, torna-se difícil 

separar o efeito quantitativo de cada um e o seu efeito na promoção de 
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crescimento. Neste caso, seriam utilizadas técnicas dispendiosas e de difícil 

execução. Entretanto, para diferentes culturas agrícolas ainda não foram 

estabelecidos parâmetros de avaliação para promoção do crescimento quando 

PGPR são aplicadas e, ao final, também poder-se-ia acabar por não encontrar 

verdadeiras PGPRs. 

Apesar de não descartar-se a possibilidade de colonização radicular por 

parte destes isolados, obtidos nestas circunstâncias, a não relação entre a 

colonização do sistema radicular, através do bioensaio realizado, e os isolados 

que foram pré-selecionados como possíveis promotores de crescimento, soma-se 

ao insucesso da seleção. 

Há que se considerar também que a resposta da atividade de uma 

rizobactéria pode variar em função da espécie de planta ou cultivar, das 

condições ambientes, do antagonismo encontrado no solo, da eficiência do 

isolado, dentre outros (Bashan, 1998). Deste modo, a veiculação das 

rizobactérias apenas em água, sem adição de quaisquer fatores de crescimento, 

nutrientes, adjuvantes, etc., também, pode ter contribuído para a não eficiência 

dos isolados nos ensaios realizados. 

 Por fim, deve-se considerar o fato de que poucas são as rizobactérias que 

detêm a habilidade de quando em associação ao sistema radicular de plantas, 

promoverem uma interação mútua, fornecendo a planta, por meio de 

metabólitos, hormônios, nutrientes, dentre outros, melhores condições 

vegetativas e reprodutivas.  
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Figura 14 - Média do número de vagens por planta de feijoeiro ‘Ouro Negro’ 

previamente microbiolizada por rizobactérias e em condições de 
campo. Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo 
teste de Tukey a 5% de significância.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15 - Média do número de sementes por vagem de plantas de feijoeiro 

‘Ouro Negro’ previamente microbiolizadas por rizobactérias e em 
condições de campo. Médias seguidas de mesma letra não diferem 
entre si pelo teste de Tukey a 5% de significância.  
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Figura 16 - Média do número de sementes por planta de feijoeiro ‘Ouro 

Negro’ previamente microbiolizadas por rizobactérias e em 
condições de campo. Médias seguidas de mesma letra não diferem 
entre si pelo teste de Tukey a 5% de significância.  
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Figura 17 - Média do peso de sementes por plantas de feijoeiro ‘Ouro Negro’ 

previamente microbiolizadas por rizobactérias e em condições de 
campo. Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo 
teste de Tukey a 5% de significância.  
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Figura 18 – Produtividade média esperada de plantas de feijoeiro ‘Ouro 

Negro’ previamente microbiolizadas por rizobactérias e em 
condições de campo. Os valores apresentados correspondem à 
extrapolação dos resultados obtidos de peso médio de sementes por 
planta. 
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4. CONCLUSÕES 

 

Na seleção massal, em casa-de-vegetação, pré-selecionaram-se os isolados 

UFV-RP 28 e UFV-RP 31 como promissores em promover o crescimento em 

plantas de feijoeiro, baseados em diferentes variáveis de crescimento avaliados. 

 No bioensaio de colonização radicular, foi observado que oito dentre 

todas as 200 rizobactérias possuíam colonização positiva. Porém, nenhum dos 

isolados previamente selecionados como promotores de crescimento 

demonstraram tal habilidade. 

 Cinqüenta e cinco isolados solubilizaram fosfato em meio de cultura, 

dentre eles o isolado UFV-RP 28. Porém, nos testes de quantificação de enzimas 

fosfatases, o isolado UFV-RP 31 foi superior ao isolado UFV-RP 28.  

 Em campo os resultados não foram satisfatórios quanto ao incremento na 

produtividade da cultura, não havendo diferença entre os tratamentos onde as 

rizobactérias pré-selecionadas foram aplicadas via microbiolização de sementes, 

e testemunhas cujas sementes foram tratadas apenas com água. 
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CAPÍTULO 2: SELEÇÃO DE RIZOBACTÉRIAS PARA O BIOCONTROLE 

DE DOENÇAS DA PARTE AÉREA DO FEIJOEIRO. 

 

RESUMO 

 

Duzentos isolados de rizobactérias foram obtidos da rizosfera e do 

rizoplano de plantas de feijoeiro sadias e, ou que apresentavam baixa incidência 

de patógenos, após preparo da suspensão do solo, diluição serial e semeio de 

alíquotas da suspensão em meio de cultura. Suspensão de propágulos de cada 

uma das rizobactérias foi usada para microbiolizar sementes de feijoeiro ‘Ouro 

Negro’, para se investigar a potencialidade de cada isolado em promover o 

biocontrole contra diferentes patógenos da parte aérea. Realizou-se a seleção 

massal por meio de inoculações em feijoeiros, com vinte dias de idade e 

previamente microbiolizados, com o patógeno desafiante Xanthomonas 

axonopodis pv. phaseoli, agente etiológico do crestamento bacteriano do feijoeiro. 

Dentre os 15 melhores isolados, escolheram-se para a re-testagem apenas três 

(UFV-RP 48, UFV-RP 53 e UFV-RP 63) que apresentaram as menores médias de 

lesões por centímetro quadrado. Adicionalmente, a fim de se verificar possíveis 

efeitos tóxicos diretos de todos os antagonistas sobre o patógeno desafiante e 

sobre outros patógenos bacterianos e fúngicos (Pseudomonas viridiflava, 

Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, Fusarium solani, Sclerotium rolfsii 

e Colletotrichum lindemuthianum) do feijoeiro, procedeu-se aos testes de antibiose 

“in vitro”. Apenas quatro entre todos os isolados apresentaram antibiose direta 

sobre o patógeno desafiante, porém não contra os demais patógenos. Os 

isolados selecionados apresentaram resultado negativo em todos os ensaios de 

antibiose. Como características antagonísticas também avaliadas, os três 

isolados produziram sideróforos, entretanto, não atuaram como quitinolíticos. O 

isolado UFV-RP 53, por causa de sua eficiência nos ensaios em casa-de-

 38  



vegetação (seleção e re-testagem) foi o único selecionado para os ensaios de 

campo. 

No primeiro experimento de campo foram avaliadas as severidades da mancha 

angular (Phaeoisariopsis griseola) e da ferrugem (Uromyces appendiculatus), que 

ocorreram naturalmente e de maneira simultânea e, em plantas tratadas com o isolado 

UFV-RP 53 observou-se redução de 30% da severidade de ambas as doenças, 

comparando-se à testemunha. No segundo experimento, novamente o isolado UFV-RP 

53 mostrou-se capaz em reduzir a severidade da ferrugem, desta vez em 43%. Devido à 

ausência de efeitos deletérios diretos do isolado UFV-RP 53 sobre os patógenos e devido 

à separação espacial entre os componentes microbianos da interação, acredita-se que o 

controle da doença observado seja através da indução de resistência. 
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ABSTRACT 

 
With use of soil dilution technique 200 rhizobacterial isolates were 

obtained from rhizosphere and rhizoplane of healthy looking bean plants. Bean 

seeds (‘Ouro Negro’) were microbiolized with the propagule suspension of each 

isolate and sown in non-sterile soil in pots in the greenhouse. Plants were 

inoculated with the pathogen Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli for selection of 

potential antagonists capable of promoting biocontrol by induced resistance. 

The disease control was estimated by counting the number of lesions per square 

centimeter of the leaf. In the initial screening 15 isolates were selected, and in the 

second run of the trial this number was reduced to three rhizobacteria – UFV-RP 

48, UFV-RP 53 (Pseudomonas putida) and UFV-RP 63. Additionally, the 

antagonistic potential of all isolates was determined, by the double layer 

antibiosis bioassay, against fungal and bacterial bean pathogens (Pseudomonas 

viridiflava, Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, Fusarium solani, 

Sclerotium rolfsii e Colletotrichum lindemuthianum). Only four isolates showed 

antagonistic activity against the challenging pathogen, but none of the isolates 

selected earlier showed antagonistic activity. The three selected isolates 

produced siderophores but showed no chitinolytic activity.  Based on the 

efficiency in greenhouse trials as biocontrol agent, the Isolate UFV-RP 53, was 

selected for two field experiments. In the first experiment, the natural 

occurrence of angular leaf spot (Phaeoisariopsis griseola) and rust (Uromyces 

appendiculatus) was 30% less in plots sown with seeds treated with this isolate 

while in the second experiment, this isolate reduced rust severity by 43%. The 

absence of direct antagonism of UFV-RP 53 against bean pathogens, the 

protection against two diseases along with the fact that the antagonist was 

delivered to the rhizosphere and diseases occurred in the aerial parts suggest 

that the observed biocontrol displays characteristics of induced resistance. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
Apesar de o Brasil ser considerado o maior produtor mundial de feijão, a 

produção poderia ser muito maior. Além das perdas provocadas pelo uso 

errôneo de práticas de manejo, diversas doenças de diferentes etiologias 

constituem-se em causas principais que limitam a produtividade no Brasil 

(Paula Júnior & Zambolim, 1998).  

Entre as principais doenças ocorridas no Brasil, a mancha angular, o 

crestamento bacteriano, a antracnose e a ferrugem têm sido consideradas como 

as mais destrutivas, provocando perdas consideráveis, variando entre 50 a 70% 

em condições favoráveis (Sartorato & Rava, 1994; do Vale & Zambolim, 1997). 

Dentre as várias práticas de manejo recomendadas, na maioria dos casos, 

o controle de enfermidades do feijoeiro é feito pelo uso de produtos químicos, à 

guisa de defensivos (do Vale & Zambolim, 1997). Relata-se consumo médio 

anual de aproximadamente 800 toneladas de fungicidas (Campanhola e Bettiol, 

2003), afora os demais produtos químicos.  

No entanto, com o maior conhecimento adquirido pelo homem a respeito 

das conseqüências causadas pelos agroquímicos, que em diversos casos causam 

sérios impactos ambientais e intoxicações aos seres humanos e animais, a 

sociedade exige cada vez mais produção de alimentos sem resíduos químicos. 

Desta maneira, tem-se buscando alternativas ao uso dos pesticidas.  

Uma alternativa é o controle biológico (Bettiol, 1999; Nordlund, 1996; 

Romeiro et al., 1997), que, em linhas gerais caracteriza-se pela introdução de um 

microrganismo não-patogênico para controlar um outro microrganismo, por sua 

vez, patogênico. Diversas espécies de microrganismos (fungos, bactérias e 

leveduras) têm sido descritas como agentes de controle biológico em diferentes 

culturas e atuando em diferentes locais nas plantas: rizosfera, filoplano, 

protegendo frutos na pós-colheita, dentre outros (El-Katatny et al., 2000, 
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Romeiro et al., 2000; Halfeld-Vieira et al., 2004, Elad et al., 1994; Zang et. al., 

2004). 

Microrganismos podem atuar no controle biológico de maneira direta, 

promovendo antibiose, parasitismo, competição por nutrientes e sítios de 

alimentação, predação, etc. Indiretamente, o controle biológico de enfermidades 

de plantas pode também ser conseguido pelo estímulo apropriado dos 

mecanismos de resistência a enfermidades da própria planta, através de sinais 

bioquímicos e metabólitos produzidos pelos agentes de controle biológico. 

Neste contexto, rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (PGPRs) 

podem ser consideradas como importantes agentes de controle biológico. 

Silva et al. (2001) isolaram 500 rizobactérias de rizoplano e rizosfera de 

tomateiro e testaram-nas, uma a uma, para o biocontrole de Pseudomonas syringae pv. 

tomato, e encontraram rizobactérias capazes de reduzir a severidade da doença em até 

70%. Liu et al. (1995a), constataram que rizobactérias do gênero Pseudomonas 

induziram resistência sistêmica contra murcha de Fusarium oxysporum f. sp. 

cucumerinum em plantas de pepino. Em outro experimento, Liu et al. (1995b), 

constataram que rizobactérias do gênero Serratia controlaram a mancha angular, 

em plantas de pepino, causada por Pseudomonas syringae pv. lachrymans, 

concluindo que as rizobactérias induziram resistência sistêmica. Jeun et al. (2004) 

trabalharam com rizobactérias pré-selecionadas como indutoras de resistência 

sistêmica contra Colletotrichum orbiculare, em plantas de pepino e verificaram 

uma redução significativa, cerca de 40% no desenvolvimento da doença nas 

plantas tratadas com rizobactérias, em relação à testemunha não microbiolizada. 

Plantas após serem expostas a agentes de indução, tais como as rizobactérias, 

têm seus mecanismos de defesa ativados sistemicamente (Kloepper et al., 1997; 

Van Loon et al., 1998; Silva et al., 2004).   

Baseados nos relatos descritos sobre a potencialidade do uso de 

rizobactérias no controle biológico, 200 rizobactérias, obtidas de rizosfera e 

rizoplano de plantas sadias de feijoeiro, foram avaliadas quanto ao efeito 
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antagonístico direto sobre diferentes patógenos e quanto ao potencial em 

promover o biocontrole de doenças da parte aérea do feijoeiro em condições de 

casa-de-vegetação e em campo. 

   

2. MATERIAL E MÉTODOS 
 

2.1. Origem, cultivo e preservação dos microrganismos. 

 
Nos ensaios de seleção de rizobactérias para o biocontrole, utilizaram-se 

as mesmas rizobactérias (200 antagonistas) isoladas para os ensaios de 

promoção de crescimento, conforme metodologia descrita no item 2.1 do 

capítulo 1. 

Todas as culturas de microrganismos fitopatogênicos, fungos e bactérias, 

utilizados nos ensaios em casa-de-vegetação e em condições de campo, foram 

obtidas da coleção de culturas do Laboratório de Bacteriologia de Plantas do 

Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Viçosa, Viçosa, MG, 

Brasil.  

Bactérias fitopatogênicas foram cultivadas e preservadas, por repicagens 

periódicas tubo a tubo, em meio 523 (Kado & Heskett, 1970). Foram também 

preservadas por emulsificação em glicerina a 15% (Gerhardt, 1994), seguindo-se 

de armazenamento a –80oC. 

Isolamentos fitopatogênicos de fungos foram cultivados em meio de BDA 

(Tuite, 1969) e preservados em solo estéril, em conformidade com técnica 

descrita por (Smith & Onions, 1994).  

Isolados de rizobactérias foram cultivadas e preservadas por meio de 

repicagens periódicas (Romeiro, 2001) em meio 523 (Kado & Heskett, 1970) para 

o uso contínuo nos ensaios realizados. Os isolados pré-selecionados como 

agentes de biocontrole foram paralelamente preservadas por emulsificação em 

glicerina a 15% (Gerhardt, 1994), seguindo-se armazenamento a –80oC . 
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2.2. Microbiolização de sementes. 

Sementes de feijoeiro ‘Ouro Negro’ foram microbiolizadas por embebição 

(Romeiro, 2000; Silva et al., 2000). Para tal, fez-se uma suspensão de propágulos 

de cada uma das duzentas rizobactérias isoladas (OD540 = 0,5), pela adição de 

água esterilizada nos tubos de ensaio ou em placas de Petri contendo as culturas 

bacterianas previamente repicadas e em fase exponencial (24 horas).  As 

sementes de feijoeiro, após desinfestação superficial (álcool 70%/30s e NaClO 

4%/2min) foram imersas na suspensão bacteriana, mantidas sob agitação à 

temperatura ambiente, por 12 horas, sendo em seguida plantadas. 

 

2.3. Seleção massal e re-testagem dos antagonistas de X. a. pv. phaseoli em 

casa-de-vegetação 

Realizou-se a seleção massal por meio de inoculações com o patógeno 

desafiante Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Smith), agente etiológico do 

crestamento bacteriano do feijoeiro.  

Sementes de feijoeiro ‘Ouro negro’ foram microbiolizadas por embebição 

(12h) em uma suspensão de propágulos de cada uma das 200 rizobactérias 

isoladas (OD540 = 0,5) e postas a germinar em copos plásticos (300mL) contendo 

mistura de solo, areia e esterco (3:3:1) não esterilizado, em casa-de-vegetação, 

conforme Silva et al.,  (2001). Vinte dias após o semeio, as plantas foram levadas 

à câmara de nevoeiro (24h) e, em seguida, inoculadas por atomização com uma 

suspensão bacteriana do patógeno desafiante (OD540 = 0,4), sendo mantidas 

novamente na câmara de nevoeiro por igual período de tempo. Retornaram-se 

as plantas para a casa-de-vegetação e, após o aparecimento das lesões, 

procedeu-se à contagem das mesmas (Pereira et al., 1999). Para cada antagonista 

testado, avaliaram-se 5 repetições. Os resultados obtidos foram expressos em 
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lesões por centímetro quadrado. Para se determinar a área foliar de cada 

tratamento, utilizou-se o medidor LI-COR, modelo 3100. 

Os principais antagonistas selecionados foram re-testados para a 

confirmação dos resultados, utilizando-se 6 repetições, cada repetição 

constituída de 3 plantas, sendo avaliadas ao todo 18 plantas para cada 

antagonista. 

2.4. Antibiose: método da dupla camada (Vidaver et al., 1972). 

Em placas de Petri contendo meio de cultura 523 sólido foram repicados, 

por pontos eqüidistantes, quatro isolamentos de rizobactérias, seguindo-se a 

incubação por 24 h a 25°C. Decorrido o período de incubação, as colônias 

formadas foram inativadas pela exposição à luz ultravioleta e exposição a 

vapores de clorofórmio durante 1 hora, pela volatilização do produto. Cada 

placa recebeu uma sobre-camada de meio semi-sólido 523 fundente contendo 

uma alíquota do patógeno desafiante. Para tal, X. axonopodis pv. phaseoli foi 

cultivada em tubos de ensaio contendo o meio 523 líquido, por 24h a 28°C. Em 

seguida, uma alíquota de 100µL foi retirada do tubo com a cultura crescida e em 

fase exponencial, esta foi adicionada em Erlenmeyer contendo 100mL do mesmo 

meio, semi-sólido fundente. Após novo período de incubação (24-48h), avaliou-

se a capacidade das rizobactérias em promover antibiose pela formação ou não 

de halos de inibição.  

Realizaram-se também outros ensaios de antibiose, utilizando-se os cinco 

principais antagonistas selecionados contra outros diferentes patógenos: 

Pseudomonas viridiflava (Burkholder) e Curtobacterium flaccumfaciens pv. 

flaccumfaciens (Hedges), patógenos bacterianos e, Fusarium solani (Burkholder), 

Sclerotium rolfsii (Sacc.) e Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magn.) Scribner 

(4 isolados), patógenos fúngicos.  
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As rizobactérias foram semeadas, incubadas e inativadas, conforme 

metodologia descrita acima. Para os patógenos bacterianos se procedeu 

igualmente ao ensaio realizado para X. a. pv. phaseoli. No caso dos patógenos 

fúngicos, estes foram crescidos em meio BDA (Tuite, 1950) por 15 dias a 24°C e, 

fragmentos miceliais e esporos formados foram depositados em Erlenmeyer 

contendo BDA semi-sólido fundente, vertidos em seguida, formando a dupla 

camada. Novamente, transcorrido o período de incubação, avaliou-se a presença 

ou não de halos de inibição. 

 

2.5. Potencial antagonístico: produção de sideróforos e quitinase. 

Como estudo complementar sobre o potencial antagonístico dos isolados 

de rizobactérias selecionados, além dos testes de antibiose, também realizaram-

se os testes para a produção de sideróforos e produção de quitinase.  

Para se determinar a capacidade dos isolados em produzir sideróforos, 

utilizou-se o método de Schwynn & Neilands (1987) modificado. Os isolados 

foram cultivados em Erlenmeyer contendo 10 mL de meio Tripticaseína de soja 

(TSL) e incubados por  48h a 28°C, sob agitação. Após, o meio foi centrifugado 

por 10 minutos a 12.000 G. Retirou-se uma alíquota de 1mL do sobrenadante 

transferido-a para um tubo de ensaio contendo 1mL de solução de Cromo 

azurol S (CAS). Após 15 minutos, observou-se a viragem da coloração do meio 

de azul para amarelo-alaranjado, quando o isolado foi produtor de sideróforo.  

Nos ensaios para se determinar produção de quitinase, as rizobactérias 

foram semeadas, por pontos eqüidistantes, em placas de petri contendo o meio 

MLN (Gerhardt, 1994) retirando-se as fontes de carbono e adicionando-se 8g/L 

de quitina coloidal como única fonte de carbono, NH4NO3 (0,78g/L) e Ágar 

(18g/L). Incubaram-se as placas por 10 dias a 28°C e, avaliou-se a presença de 

halos ao redor das colônias, sendo neste caso, os isolados considerados 

quitinolíticos.  
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2.6. Experimentos de campo. 

Os experimentos a campo foram montados entre os meses de outubro de 

2004 a fevereiro de 2005 (dois ensaios), em áreas distintas, porém, ambas 

preparadas segundo as recomendações técnicas (Araújo et al., 1996) e adubadas 

conforme Ribeiro et al. (1999). A adubação de cobertura foi realizada 40 dias 

após a germinação, utilizando-se sulfato de amônio.  

No primeiro e segundo experimento foram utilizadas sementes de 

feijoeiro ‘Pérola’ e ‘Ouro Negro’, respectivamente. Plantaram-se 15 sementes por 

metro linear, com espaçamento de 0,5 m entre linhas, constituindo-se três 

tratamentos: plantas provenientes de sementes microbiolizadas com suspensão 

da rizobactéria antagonista UFV-RP 053 (OD540 = 0,5), plantas oriundas de 

sementes tratadas apenas com água (testemunha) e plantas pulverizadas 

semanalmente com fungicida clorotalonil, no primeiro experimento e, oxicloreto 

de cobre no segundo. 

O delineamento experimental adotado foi o de blocos ao acaso, com 

quatro repetições. Cada parcela foi composta por uma fileira contendo 10 

plantas.  

Ao longo do ciclo da cultura, avaliou-se a severidade das doenças que 

ocorreram naturalmente nas plantas, quantificando-se semanalmente, a 

porcentagem de área foliar lesionada de toda a planta, pelo uso de escalas 

diagramáticas (Godoy et al., 1997). 

A análise estatística foi realizada utilizando-se o programa Statistica®, 

versão 6.0, procedendo-se ao teste de média de Tukey, ao nível de 5% de 

significância. 

A área abaixo da curva de progresso de doenças (AACPD) foi calculada 

utilizando-se as fórmulas contidas em Madden (1983). 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1. Seleção de antagonistas para o biocontrole. 

 Nos ensaios para a seleção massal dos antagonistas, observou-se redução 

do número de lesões/cm2, em relação à testemunha, em 15 dos tratamentos 

cujas sementes de feijoeiro ‘Ouro Negro’ foram microbiolizadas pelas 

rizobactérias (Figura 1).  

Dentre os 15 melhores isolados, escolheram-se para a re-testagem apenas 

três (UFV-RP 48, UFV-RP 53 e UFV-RP 63), que apresentaram o melhor 

desempenho (Figura 1).  

Na re-testagem, junto a estes isolados, somaram-se outros dois, os 

isolados UFV-RP 28 e UFV-RP 31, selecionados previamente como promotores 

de crescimento (capítulo 1). Contudo, o isolado UFV-RP 28 também figurou 

entre os 15 melhores isolados no primeiro ensaio de biocontrole (Figura 1). Após 

a quantificação do número de lesões nos diferentes tratamentos avaliados e, 

após realizarem-se as análises comparativas, observou-se que apenas o isolado 

UFV-RP 53 foi superior à testemunha, diferindo-se estatisticamente dela a 5% de 

probabilidade (Figura 2), causando 50% de redução da severidade do 

crestamento bacteriano.  

O isolado UFV-RP 53 obteve resultados estáveis durante todas as fases do 

processo seletivo, indicando tratar-se de um potencial agente de controle 

biológico do crestamento bacteriano em relação ao tratamento controle, tanto 

quando comparado o controle, quanto em relação aos demais isolados. Assim, o 

isolado UFV-RP 53 foi o único selecionado para os ensaios de biocontrole em 

condições de campo. 

Estes resultados encontram suporte em diferentes relatos do uso de 

rizobactérias como agentes de controle biológico descritos por outros 
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pesquisadores (Leeman et al., 1995; Ongena et al., 2000; Zanatta et al., 2002; Yan 

et al., 2002; Kloepper et al., 2004).  

Devido à ausência de efeitos deletérios diretos das rizobactérias sobre o 

patógeno (conforme resultados apresentados no item 3.3) e devido à separação 

espacial entre os componentes microbianos da interação, acredita-se que o 

controle da doença, obtido nos tratamentos com as rizobactérias UFV-RP 53, seja 

através da indução de resistência sistêmica (Van Loon et al., 1998). 
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Figura 1 – Número médio de lesões por cm2 causadas por Xanthomonas axonopodis 

pv. phaseoli em plantas de feijoeiro ‘Ouro Negro’ oriundas de sementes 
microbiolizadas com diferentes rizobactérias. Médias seguidas de mesma 
letra não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significância. 
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Figura 2 – Média de lesões de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli por folíolo de 
feijoeiro ‘Ouro Negro’ previamente microbiolizados por rizobactérias. 
Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey 
a 5% de significância.  
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3.2. Antibiose. 

 
 Quatro, entre as duzentas rizobactérias avaliadas, apresentaram efeito 

direto "in vitro”, produzindo algum tipo de substância tóxica com efeito direto 

sobre o patógeno desafiante X. a. pv. phaseoli. As rizobactérias que inibiram o 

crescimento do patógeno, formando o halo de antibiose foram UFV-RF 50, UFV-

RF 59, UFV-RP 92 e UFV-RP 97. 

Nenhuma das rizobactérias selecionadas como agentes de biocontrole 

promoveu antibiose direta contra o patógeno desafiante ou mesmo contra os 

demais patógenos bacterianos (P. viridiflava, C. f. pv. flaccumfaciens) e fúngicos (F. 

solani, S. rolfsii e C. lindemuthianum) testados, sugerindo a ausência de efeitos 

tóxicos danosos sobre os mesmos.  

Vieira-Júnior et al., (2004a), em ensaios realizados com o mesmo patógeno 

desafiante verificaram que, dentre três isolados de residentes de filoplano pré-

selecionados para o biocontrole de doenças da parte aérea do feijoeiro, um 
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isolado que não teve efeito inibitório contra o patógeno foi o mais efetivo no 

controle de X.a. pv. phaseoli em casa-de-vegetação. 

Um dos critérios básicos descritos por Steiner e Schönbeck (1995), é que 

para se selecionar um agente de biocontrole, indutor de resistência, espera-se 

haver a ausência de ação direta deste sobre o patógeno. 

3.3. Produção de sideróforos e quitinase. 

 
 No ensaio de produção sideróforos, para todos os 5 isolados de 

rizobactérias avaliados, a produção ocorreu. Entretanto, não foram 

quantificadas e nem tampouco determinados quais os tipos de sideróforos 

produzidos.  

A produção de sideróforos pelos antagonistas é uma característica 

desejável para o estabelecimento destes em condições de campo, aumentando a 

competitividade e contribuindo com a sobrevivência dos mesmos junto aos 

demais microrganismos presentes no solo (Weller, 1988; Kumar e Dube, 1992). 

 Ao contrário, no ensaio de produção de quitinase, não houve formação de 

halos circundando as colônias em nenhuma das placas onde foram repicadas as 

rizobactérias, concluindo-se que estas não são capazes de degradar a quitina. 

 

3.4. Ensaios de campo. 

No experimento 1, foram avaliadas as severidades da mancha angular 

(Phaeoisariopsis griseola (Sacc.) Ferraris) e da ferrugem (Uromyces appendiculatus 

(Pers.) Unger var. appendiculatus), que ocorreram naturalmente e de maneira 

simultânea. 

Observou-se, que o isolado UFV-RP 53 aplicado via microbiolização de 

sementes às plantas de feijoeiro ‘Pérola’, foi capaz de protegê-las, reduzindo em 

30% a severidade de ambas as doenças (Figuras 3, 4, 5 e 6). Não houve, neste 
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ensaio, diferença entre o tratamento com a rizobactéria UFV-RP 53 e o 

tratamento com o fungicida clorotalonil, aplicado semanalmente, em relação à 

mancha angular (Figuras 5 e 6). Já em relação à ferrugem, apesar de haver 

diferença significativa entre os tratamentos (UFV-RP 53 x clorotalonil), não se 

fizeram comparações quanto à eficiência no controle da ferrugem, visto a não 

adoção do clorotalonil para o controle específico da doença (Figuras 3 e 4). 

No segundo experimento, apenas a ferrugem ocorreu naturalmente. 

Reafirmando os resultados anteriores, o isolado UFV-RP 53 foi capaz de reduzir 

a severidade da ferrugem em 43% (Figuras 7 e 8) em relação à testemunha. 

Comparando-se os resultados entre, os obtidos para a rizobactéria UFV-RP 53 e 

os resultados do controle químico (oxicloreto de cobre) aplicado semanalmente, 

este se mostrou superior, diferindo-se estatisticamente e alcançando níveis de 

controle de aproximadamente 83% (Figuras 7 e 8). 

Nota-se uma relativa diferença no controle da ferrugem observado entre 

os dois experimentos. Conforme descrevem Steiner e Schöenbeck (1995), a 

indução de resistência pode ser determinada pelo genótipo da planta, 

pressupondo significantes diferenças no nível e tipo de resistência quando da 

utilização de diferentes cultivares. 

Observaram-se em ambos os experimentos que plantas microbiolizadas 

com o isolado UFV-RP 53 restringiram os patógenos, atrasando a sua ocorrência 

e/ou estabelecimento e, reduziram a taxa de progresso e a severidade da 

doença. 

Comparado com os tratamentos químicos tradicionais utilizados, 

observou-se um controle significativo por parte do isolado UFV-RP 53, 

ressaltando-se o emprego semanal dos fungicidas em detrimento a uma única 

aplicação do antagonista. Fugindo do escopo deste trabalho, vislumbra-se a 

aplicação conjunta de ambos os tratamentos, salvo os diferentes locais de 

aplicação (rizosfera e rizoplano) e os devidos estudos de compatibilidade entre 

antagonista e produtos químicos.  
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Visando reduzir o número de aplicações e a grande diversidade dos 

produtos químicos empregados na cultura do feijoeiro, visto que a cultura 

figura entre as maiores consumidoras de agrotóxicos no país (Campanhola & 

Bettiol, 2003), o uso de bons agentes de biocontrole pode ser uma alternativa 

viável a somar no manejo integrado de doenças na cultura, contribuindo com a 

prática de uma agricultura ecologicamente correta. 

Devido a sua eficiência em promover o biocontrole, o isolado UFV-RP 53 

foi enviado para identificação, por análise de ácidos graxos e sequenciamento 

rRNA 16S, sendo identificado como Pseudomonas putida. 

Em 1966, Klement e colaboradores já relatavam bactérias do gênero 

Pseudomonas induzindo resistência em fumo contra o vírus TMV, inibindo sua 

multiplicação. Hoffland et. al. (1996) descreveram indução de resistência em 

rabanete, contra diferentes patógenos, mediada por Pseudomonas fluorescens. Há 

também relatos de indução de resistência em feijoeiro contra Colletotrichum 

lindemuthianum (Bigirimana & Hofte, 2002). Existem, inclusive, no mercado 

internacional produtos formulados a base de rizobactérias do gênero 

Pseudomonas, tais como BlightBan A506, Cedomon, dentre outros, para o uso no 

controle biológico de doenças. 

Ainda assim, muito se tem questionado quanto à eficiência de 

microrganismos selecionados em casa-de-vegetação e sua potencialidade de uso 

em condições de campo. 

Desta forma, apesar do isolado UFV-RP 53 (Pseudomonas putida) ter-se 

mostrado eficiente em controlar diferentes patógenos, em casa-de-vegetação e 

em condições de campo, outros experimentos deverão ser montados e repetidos, 

tanto no tempo como no espaço, utilizando-se outros cultivares e também 

avaliado frente a outros patógenos importantes para a cultura (Romeiro et al, 

2000). 

Finalmente, apesar do isolado UFV-RP 53 (Pseudomonas putida) ter-se 

mostrado eficiente em controlar diferentes patógenos da parte aérea do feijoeiro, 
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deve-se avançar nos estudos e ampliar os conhecimentos relacionados ao 

antagonista, tais como sobrevivência, veiculação, dosagem, dentre outros. Além, 

outros experimentos deverão ser montados e repetidos, tanto no tempo como no 

espaço, utilizando-se outros cultivares e também confrontado com outros 

patógenos também importantes para a cultura do feijoeiro. 
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Figura 3 - Área abaixo da curva de progresso da ferrugem em plantas de 

feijoeiro ‘Pérola’ microbiolizadas com rizobactéria UFV-RP 53, 
pulverizadas com fungicida semanalmente (fung. sem.) e tratadas com 
água.  Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo teste 
de Tukey a 5 % de significância (1° Experimento). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 54  



 
 
 
 
 
 

0

5

10

15

20

0 10 20 30 40 50 60

Dias após a germinação

Á
re

a 
fo

lia
r l

es
io

na
da

 (%
)

Fung. Sem.
Água
RP-53 somente

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4 - Curva de progresso da ferrugem em plantas de feijoeiro ‘Pérola’ 

microbiolizadas com rizobactéria UFV-RP 53, pulverizadas com 
fungicida semanalmente (fung. sem.) e tratadas com água (1° 
Experimento). 
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Figura 5 - Área abaixo da curva de progresso da mancha angular em plantas de 

feijoeiro ‘Pérola’ microbiolizadas com rizobactéria UFV-RP 53, 
pulverizadas com fungicida semanalmente (fung. sem.) e tratadas com 
água. Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo teste 
de Tukey a 5 % de significância (1° Experimento). 
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Figura 6 - Curva de progresso da mancha angular em plantas de feijoeiro 
‘Pérola’ microbiolizadas com rizobactéria UFV-RP 53, pulverizadas com 
fungicida semanalmente (fung. sem.) e tratadas com água (1° 
Experimento). 
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Figura 7 – Área abaixo da curva de progresso da ferrugem em plantas de 
feijoeiro ‘Ouro Negro’ microbiolizadas com rizobactéria UFV-RP 53, 
pulverizadas com fungicida semanalmente (fung. sem.) e tratadas com 
água. Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo teste 
de Tukey a 5 % de significância (2° Experimento). 
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Figura 8 - Curva de progresso da ferrugem em plantas de feijoeiro ‘Ouro negro’ 

microbiolizadas com rizobactéria UFV-RP 53, pulverizadas com 
fungicida semanalmente (fung. sem.) e tratadas com água (2° 
Experimento). 
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4. CONCLUSÕES 
 
 

Na seleção massal dos antagonistas para o biocontrole em feijoeiro frente 

ao patógeno desafiante Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, em casa-de-

vegetação, obtiveram-se três isolados promissores (UFV-RP 48, UFV-RP 53 e 

UFV-RP 63), mas apenas o isolado UFV-RP 53 (Pseudomonas putida) foi efetivo na 

re-testagem, reduzindo em quase 50% a severidade da doença, sendo então 

selecionado para os ensaios de campo. 

 Não se verificou efeito tóxico direto, através dos ensaios de antibiose “in 

vitro”, entre nenhum dos isolados selecionados e os diferentes patógenos 

avaliados, em todas as possíveis combinações. 

Todos os isolados pré-selecionados produziram sideróforos, característica 

desejável para um bom antagonista. Entretanto, na avaliação da produção de 

quitinases, uma outra característica potencial antagonística, os isolados não 

degradaram a quitina, sendo considerados desta forma, não quitinolíticos. 

O isolado UFV-RP 53 (Pseudomonas putida) foi avaliado em dois 

experimentos de campo, quantificando-se a mancha angular (Phaeoisariopsis 

griseola) e a ferrugem (Uromyces appendiculatus), ambas de ocorrência natural. No 

primeiro experimento, observou-se redução de 30% na severidade da mancha 

angular e 30% na severidade da ferrugem. No segundo, onde apenas a ferrugem 

ocorreu, foi observada uma redução de 43% na severidade da doença. 

Observou-se o controle significativo das doenças nos tratamentos com o 

isolado UFV-RP 53 (Pseudomonas putida) em relação ao controle químico 

aplicado semanalmente, considerando-se uma única aplicação do antagonista. 
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CONCLUSÕES GERAIS 

 

Dentre os 200 duzentos isolados de rizobactérias testados quanto à 

capacidade de promover o crescimento em plantas de feijoeiro, pré-

selecionaram-se como mais promissores os isolados UFV-RP 28, UFV-RP 31.  

 Nos ensaios de colonização radicular, oito das rizobactérias 

demonstraram tal habilidade, mas os isolados previamente selecionados como 

possíveis PGPRs não. 

 Quanto à capacidade das rizobactérias em solubilizar fosfato, cinqüenta e 

cinco isolados obtiveram resultado positivo em meio de cultura. Neste ensaio, 

dentre os dois isolados pré-selecionados, apenas o isolado UFV-RP 28 formou 

halos de solubilização de fosfato ao redor de suas colônias. 

Nos testes de quantificação de enzimas fosfatases, onde se testaram todos 

os melhores isolados obtidos em ambas as linhas de pesquisa, o isolado UFV-RP 

31 foi superior ao isolado UFV-RP 28, mas, quem obteve o melhor resultado foi 

o UFV-RP 53, selecionado como indutor de resistência. 

Apesar de selecionarmos dois isolados (UFV-RP 28, UFV-RP 31) como 

promissoras PGPRs, após seleção massal em casa-de-vegetação, em campo os 

resultados não foram satisfatórios quanto ao incremento na produtividade da 

cultura. 

 Nos ensaios visando o biocontrole de doenças do feijoeiro, selecionaram-

se, em casa-de-vegetação, os isolados UFV-RP 48, UFV-RP 53 (Pseudomonas 

putida) e UFV-RP 63 como mais promissores, utilizando-se como patógeno 

desafiante Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli. Entretanto, apenas o isolado 

UFV-RP 53 (Pseudomonas putida) foi realmente efetivo, reduzindo a severidade 

do crestamento bacteriano em aproximadamente 50%.  
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Nos ensaios de antibiose direta não houve produção, por parte dos 

antagonistas pré-selecionados, de nenhum composto tóxico com ação deletéria 

sobre os patógenos. Adicionalmente, como características antagonísticas 

avaliadas, todos os melhores isolados selecionados produziram sideróforos, 

entretanto, não se apresentaram como quitinolíticos. 

Em dois experimentos em campo, o isolado UFV-RP 53 (Pseudomonas 

putida) demonstrou novamente seu potencial como agente de biocontrole, 

reduzindo em 30% a severidade da mancha angular e da ferrugem, no primeiro 

experimento, e, reduzindo em 43% a severidade ferrugem no segundo, 

acreditando-se que o controle observado esteja ocorrendo por indução de 

resistência sistêmica. 

 Contudo, apesar do isolado UFV-RP 53 (Pseudomonas putida) ter-se 

mostrado eficiente em controlar diferentes patógenos da parte aérea do feijoeiro, 

outros estudos e experimentos deverão ser montados e repetidos, utilizando-se 

novos cultivares, outros patógenos, etc. Deve-se também fazer a 

biocaracterização do isolado, a fim de conhecê-lo por completo. Tudo isso se faz 

necessário para que possamos preservar as características desejáveis do isolado 

e torná-lo disponível ao manejo integrado de doenças de forma segura, eficiente 

e sem onerar os custos, principal limitação para a maioria dos pequenos 

produtores.   
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