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Introducao

O controle biolégico de enfermidades de plantas tem sido usado desde a mais remota
antiguidade, ainda que de forma empirica, conforme Cook e Baker (1983). Assim, relatam os
autores que, desde 5000 aC, os egipcios nao tinham problemas com S. cepivorum em cebola
posto que as inundacdes ciclicas do rio Nilo encarregavam-se de manter as margens
cultivaveis cobertas com uma lamina d’agua, o que favorecia a prevaléncia, na microbiota do
solo, de antagonistas naturais ao patégeno. A enfermidade, contudo, passou a ter importancia
ap6s a construcdo da represa de Aswan, a qual alterou este ciclo natural de inundacdes.
Também os chineses, ja em 4000 aC, costumavam deixar o solo em repouso se a colheita era
pobre, intuitivamente aumentando as chances da populacdo de antagonistas da microbiota do
solo recuperar-se e os maias, 1000 aC, entremeavam fileiras de cravo-de-defunto nos campos
de plantio, usando esta planta, hoje reconhecida como antagonista, de forma intuitiva para o
controle biolégico de nematoides (KHAN et al., 1971).

Os primeiros trabalhos envolvendo a introducao consciente de antagonistas visando o controle
biolégico de enfermidades de plantas aconteceram no inicio do século XX, nas décadas de
1920-1940. Assim, Hartley (1921) infestou solo de viveiro de Pinus sp. com 13 potenciais
antagonistas fungicos, tentando controle de tombamento. Também Henry, (1931), lancou
mao de fungos e bactérias de solo em visando controlar Hel/minthosporium sativum em trigo.
Desde entao, o biocontrole de enfermidades de plantas tem sido uma das linhas de pesquisa
mais trabalhada e investigada por fitopatologistas de todo o mundo.

Tem-se conhecimento j& a algumas décadas que certas bactérias habitantes de solo, quando
aplicadas de forma massal sobre a rizosfera de plantas, sdo capazes de promover o controle
de doencas, via antagonismo direto ou inducao de resisténcia e, paralelamente promoverem o
crescimento de plantas.

Em sua associacdo com as plantas, as rizobactérias benéficas, internacionalmente conhecidas
como PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria), podem promover crescimento ou induzir
resisténcia a multiplos patégenos, por meio de um fendmeno denominado RSI (Resisténcia
Sistémica Induzida). Véarios sdo os mecanismos que tém sido relatados associados a
rizobactérias como a capacidade de fixacao nao simbidtica de nitrogénio, solubilizacao de
fosfatos, producao de fosfatases, producdo de compostos complexos que quelam nutrientes
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no solo, producado de fitorménios, biorremediacdo entre outros (ROMEIRO, 2007). Assim
sendo, as PGPR podem ser (e tém sido) usadas para fins agrondémicos, no controle de
enfermidades de plantas por inducédo de resisténcia. (CHEN et al. , 1996; ROMEIRO et al.,
2000; ROMEIRO 2007).

Rizobactérias como agentes de controle biolégico de doencas

Atualmente tem se buscado alternativas de controle de doencas menos prejudiciais ao meio
ambiente e ao homem, visando a reducao ou eliminacdo do uso de defensivos com intuito de
produzir alimentos sauddveis. Em tempos recentes o mundo ocidental tem tomado
conhecimento e percebido a incomensurdvel potencialidade do desenvolvimento de
tecnologias especificas para ativacao de mecanismos de defesa de plantas como alternativa
inteligente ao uso indiscriminado de defensivos (CAMPANHOLA; BETIOL, 2003). Nesse
sentido, tem se buscado no controle biolégico, seja por rizobactérias, por residentes de
filoplano ou endofiticas uma melhor aproximacado a estes requisitos (ROMEIRO, 2007).
Segundo Vieira Junior (2005), o controle biolégico é uma ferramenta indispensavel, onde se
deseja maior eficiéncia de controle e de utilizagdo da terra com menor custo.

Dessa forma, a utilizacdo de rizobactérias como agentes de controle biolégico de
fitopatégenos e como promotoras de crescimento tem se mostrado como excelente
alternativa. Estas bactérias podem atuar em varios mecanismos, como antibiose, competicao
por ferro, inducdo de resisténcia, mineralizacdo de fosfatos, fixacdo de nitrogénio e
reguladores de crescimento, além de serem capazes de inibir o crescimento de outros
organismos no solo (ROMEIRO, 2005), tanto aderidas as raizes quanto livres na solugcdo do
solo.

As pesquisas com rizobactérias nao simbidticas, utilizadas como tratamento de sementes,
foram iniciadas no século XIX com intuito de melhorar o crescimento e o rendimento das
plantas (FREITAS, 2007). Paises como Russia, Ucrania e india foram os primeiros que
realizaram pesquisas e utilizaram microrganismos bacterianos na agricultura (HARTHMANN,
2009).

Estudos com rizobactérias na agricultura iniciaram-se na década de 1960 na China.

De acordo com Zago et al., (2000) as rizobactérias promotoras de crescimento de plantas sao
0s microrganismos antagdnicos mais estudados atualmente com potencial para serem
utilizados na agricultura. Para Harthmann (2009) as rizobactérias devem apresentar trés
caracteristicas: colonizar as raizes, sobreviver e se multiplicar, competindo com a microbiota
nativa e estimulando o crescimento vegetal

O termo de “rizobactérias promotoras de crescimento vegetal” foi utilizado pela primeira vez em
1978 com a utilizacdo de estirpes especificas de Pseudomonas fluorescens (Migula) e
Pseudomonas putida (Trevisan) (KLOEPPER; SCHROTH, 1978). Apds esses resultados, as RPCV
passaram a ser pesquisadas numa grande amplitude de espécies vegetais (HARIPRASAD;
NIRANJANA, 2009). Atualmente, existem varios trabalhos com rizobactérias visando ao
controle de doencas e a promocéao de crescimento de plantas (KUMAR et al., 2009).

Segundo Podile e Kishore (2006) as bactérias dos géneros Aeromonas, Azoarcus, Azospirillum,
Azotobacter, Arthobacter, Bacillus, Clostridium, Enterobacter, Gluconacetobacter, Klebsiella,
Pseudomonas e Serratia, sdao as mais encontradas, associadas a raizes de plantas no solo.
Destas, segundo Hernandez (2000) as bactérias do género Pseudomonas predominam entre

todos os microrganismos que habitam a rizosfera, por serem capazes de colonizar os 6rgaos das
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plantas, tais como, raizes e tubérculos, utilizam exsudatos radiculares e produzem uma grande
variedade de metabdlitos secunddrios téxicos a fungos e bactérias fitopatogénicas, entre os
quais se destacam os antibidticos e os alcaloides (HERNANDEZ et al., 1999). Além da antibiose,
certas espécies de Pseudomonas, especialmente aqueles do grupo florescente, sdo capazes de
produzir compostos que quelam o ferro, presente em baixas concentracdées na rizosfera. Estes
compostos sdao denominados sideréforos e atuam inibindo o crescimento de outros
microrganismos (FREITAS, 2007; ROMEIRO 2007). Paralelamente Petras e Casida, (1985)
consideram que do ponto de vista de facilidade de utilizacdo e capacidade de sobrevivéncia
tanto em solo como estocadas as rizobactérias do género Bacillus apresentam elevado potencial
como inoculantes para as culturas.

Mecanismos de antagonismo direto promovidos por rizobactérias

Dentro os mecanismos conhecidos de antagonismo, o mais importante é a antibiose, na qual um
ou mais metabdlitos produzidos por um organismo tem efeito nocivo sobre o outro (BETTIOL,
1991). Diversos sao os efeitos conhecidos de antibiose, como a inibicdo de germinacado ou
crescimento micelial ou inativacdao de células intoxicacdo quimica. Estes compostos atuam
como bactericidas, fungicidas ou fungistaticos e, em alguns casos nematicida (ROMEIRO, 2007;
BARBOSA, 2009). Os antibidticos sdo compostos organicos com baixo peso molecular que, em
baixas concentracdes, sao deletérios ao crescimento ou as atividades metabdlicas de outros
organismos (FRAVEL, 1988).

A competicdo por nutrientes e espaco também estd associada ao controle biolégico do
patégeno. Paulitz (1990) relata que a competicdo por espago ocorre, principalmente, pela
ocupacdo dos sitios de colonizacdo e competicdao por nutrientes, pelos trés elementos
essenciais para a maioria dos fitopatégenos: carbono, nitrogénio e ferro.

As rizobactérias possuem alta afinidade por ferro com capacidade de inibir patégenos nos solos
com restricdo desse micronutriente (BRUNETTA, 2006). Sideréforos (do Grego: “carregadores
de ferro”) sdo moléculas sequestradoras de ferro de baixo peso molecular e elevada afinidade
pelo substrato. Dentre os compostos sider6foros conhecidos pode-se citar a pioverdina e
enterobactina, secretadas por microrganismos em resposta a baixa disponibilidade de Fe®* em
solucdo (ROMEIRO, 2007; BARBOSA, 2009; OLIVEIRA, 2010).

Rizobactérias como indutoras de resisténcia

E fato conhecido que a dispensa de rizobactérias especificamente selecionadas para tal fim,
na rizosfera da planta que se deseja proteger, promove controle de multiplas enfermidades
(HOFFLAND et al., 1997; CHEN et al., 1996; KLOEPPER et al., 1997). Muitas vezes ocorre o
controle biolégico classico por antagonismo direto exercido pela PGPR contra o fitopatdégeno
(TUZUN; KLOEPPER, 1995). Mas ha situacdes cientificamente descritas em que antibiose e
antagonismo apenas nao explicam o controle biolégico exercido (LOON et al. , 1998). Nos
dias atuais, assume-se que quando a PGPR coloniza o sistema radicular, moléculas
constituintes da célula bacteriana ou por ela sintetizadas atuam como eliciadores de sinais
bioguimicos, provavelmente jasminatos ou etileno (PIETERSE et al., 2001; LOON et al., 1998;
TON et al., 2001). Esse sinal transloca-se até sitios distantes do local de sua génese, genes
que codificam para a sintese de componentes da resisténcia sao ativados e esta é expressa
(VAN LOON et al. , 1998; DI PIERO et al., 2005)

9
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E ampla a lista de patégenos capazes de serem inibidos por inducdo de resisténcia mediada
por rizobactérias. As rizobactérias induzem resisténcia em plantas contra fungos, bactérias,
virus, nematoides e insetos (ROMEIRO, 2007; SILVA et al, 2004).

Considera-se que uma pequena proporcao das rizobactérias incluidas entre as PGPRs exercem
algum efeito benéfico para a planta com a qual se encontram associado, seja induzindo
resisténcia, seja promovendo o crescimento de plantas (ROMEIRO, 2005). Quando uma
rizobactéria coloniza a raiz, moléculas presentes em célula bacteriana e por ela sintetizada
atuam como eliciadores. Esses eliciadores atuam como sinais e acionam os mecanismos de
defesa, havendo, entdo, a resisténcia sistémica induzida (VAN LOON et al., 1998;,
BARBOSA, 2009). O &cido salicilico (AS), acido jasmdnico (AJ) e o etileno sdo os principais
sinais endégenos que levam a respostas de defesa nas plantas (BERNARDES, 2006).

Um grande nimero de PGPR tem sido identificado como potenciais eliciadores da ISR, pela
capacidade de controlar sistematicamente véarias doencas em diversas espécies de plantas.
Entretanto, quando se utiliza uma PGPR como agente de controle biolégico, dispensando-a na
rizosfera, resulta em controle de enfermidades da parte aérea deixando toda a planta mais
resistente a patégenos.

Para melhor entendimento da ISR induzida por rizobactéria, foi desenvolvido um modelo
baseado em Arabidopsis, utilizando a estirpe nado patogénica da rizobactéria Pseudomonas
fluorescens WCS41r como agente indutor (PIETERSE et al., 1996). Pieterse et al. (2002)
demonstraram que a estirpe WCS417r é responsavel pela ativacdo de ISR em muitas espécies
de plantas, por exemplo, cravo, rabanete, tomate, e feijao.

Existem varios trabalhos que relatam a inducao de resisténcia sistémica a diversos patdgenos,
como a inducdo de resisténcia pelo uso da bactéria P. fluorescens (NANDAKUMAR et al.,
2001). Esses mesmos autores verificaram aumentos nas atividades de quitinase e peroxidase
quando as plantas foram tratadas com P. fluorescens em desafio com Rhizoctonia solani,
agente causal da queima das bainhas em arroz, independentemente do tratamento com o
agente indutor. Teixeira et al., (2005) avaliando a possivel inducdo de resisténcia sistémica,
mediada por isolados de PGPR de eucalipto, sobre a ferrugem e o efeito do tempo de ativacao
da resposta de resisténcia sistémica, observaram que mudas tratadas com rizobactérias,
apenas uma semana antes da inoculagdo com Puccuinia psidii, foi menos eficiente na reducao
da severidade que mudas tratadas 80 dias antes do desafio com o patégeno.

Paralelamente, sabe-se que rizobactérias podem induzir plantas a ativacao de PR — proteinas.
Estas também sdo produzidas como resposta a infeccdo por patégenos e que participam
ativamente no fendmeno de resisténcia induzida, tanto quando a inducéo é por fatores bidticos
como por abiéticos (STICHER et al., 1997, BOWLES, 1990; FERNANDES, 2004; SHAH et al.,
1997 apud ROMEIRO, 2007). PR - proteinas estao localizadas intra e extracelularmente, se
acumulam em tecidos vegetais intactos ou em cultura de células apdés o tratamento com
elicitores ou ataque de patdgenos. Esse acumulo pode ocorrer em locais de infeccao ou em
sitios distantes destes, em casos de inducdo de resisténcia sistémica. (BOWLES, 1990;
STICHER et al., 1997). Muitas PR - proteinas possuem tanto atividade antifiungica como
atividade antibacteriana /in vitro, como por exemplo quitinases, glucanases e proteinas que se
ligam a quitina (RAUSCHER et al., 1999; ZAREIE et al., 2002). A degradacao de polissacarideos
estruturais da parede celular de fungos ou alteragdes na sua arquitetura, promovidas por estas
enzimas, podem prejudicar o desenvolvimento do microrganismo, impedindo seu crescimento
(ZAREIE et al., 2002).
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Rizobactérias como promotoras do crescimento de plantas

Outra forma de uso de rizobactérias na agricultura é para a promocao do crescimento de
plantas (RPCP). A utilizacdao de RPCP direta ou indiretamente, teria a vantagem de diminuir a
utilizacdo de insumos quimicos, com beneficios tanto de ordem econémica quanto de ordem
ecolégica, uma vez que tais produtos geram, frequentemente, problemas de contaminacéao
ambiental (ROMEIRO, 2007; FREITAS, 2007). O uso de rizobactérias para promocado de
crescimento ou para maior produtividade da cultura acarretaria um menor custo de producao e
melhores rendimentos na cultura, proporcionando ao produtor maior retorno econdémico.

Em estudo realizado com rizobactérias para promocao de crescimento em clones de eucalipto
obteve-se um aumento do incremento no indice de enraizamento de 21,4%, e biomassa de
raizes 78% em relacao o controle (MAFIA, 2004). J& em trabalho realizado com o fungo
Trichoderma harzianum em cultivo de milho para a promocao de crescimento, Resende (2004)
relata que, obteve um incremento na matéria seca de raiz de 24,6% em relagao ao controle.
Este método de usar rizobactérias para promocao de crescimento de plantas é utilizado ha anos.
Ha relatos de uso dessas rizobactérias na China em 1987, onde as PGPR sao conhecidas como
YIB (Yield increasing bacteria). Essas bactérias foram aplicadas em 48 culturas diferentes em
3,35 milhdes de hectares (ZHANG et. al., 1996; WENHUA; HETONG, 1997).

Zehnder et al. (2001), relata que na China a microbiolizacdo de sementes antes do plantio
para promoc¢ao de crescimento de plantas € uma pratica rotineira, pois o governo distribui aos
produtores 3.000 toneladas de formulacdes de células de rizobactérias, PGPR, para serem
usadas em cultivos de trigo, soja, arroz, dentre outras culturas. Sabe-se que na China hoje ha
em média 18 produtos comerciais a base de PGPR para serem usados na agricultura.

Em conformidade com Romeiro (2007) as rizobactérias, além de contribuirem para o
crescimento, contribuem para aumentar a producdo da cultura. As rizobactérias benéficas,
PGPR, atuam de vérias formas para promoverem um maior crescimento ou producdo da
cultura. Destes mecanismos de atuacao, se destacam a fixacao de nitrogénio, solubilizacdo de
fosfatos retidos no solo, producao de sideréforos e producdo de substancias hormdnais como
as auxinas (Acido indolacético) e Acido Giberélico (SILVEIRA, 2007)

Outro mecanismo é a disponibilizacdo de fosfato no solo, quando este estd em forma nao
aproveitavel pelas plantas. O féosforo foi chamado de “a chave da vida” porque é envolvido
diretamente na maioria de processos da vida e compostos de transferéncia de energia
(TROEH; THOMPSON, 2007).

A mineralizacdo de fosfato é um processo realizado por alguns microrganismos existentes no
solo. Segundo Cardoso et al (1992), esse mecanismo depende de viérios fatores, como a
composicao do material organico, as populacdes de microrganismos envolvidos, temperatura,
umidade, aeracdo, pH do solo e praticas culturais, como adicoes de fertilizantes. Diferentes
géneros bacterianos, como Pseudomonas sp, Bacillus sp. e Agrobacterium sp, possuem
habilidade para solubilizar fosfatos de compostos inorganicos (RODRIGUEZ; FRAGA, 1999).

O fésforo é um elemento limitante nos solos brasileiros, exigindo doses elevadas de adubacao
fosfatadas para obter maiores rendimentos na producdo da cultura. Rizobactérias sdo ditas
como capazes de solubilizar o fésforo dissolvido e degradar a matéria organica presente no solo
disponibilizando formas soltveis de fosfatos, por meio de enzimas fosfatases (RODRIGUEZ;
FRAGA, 1999). Certas espécies do género Pseudomonas produzem sideréforos que quelam o
ferro na rizosfera, inibindo o desenvolvimento de alguns microrganismos que dependem do ferro
para sua sobrevivéncia, incluindo fitopatégenos, que tém menor capacidade de competicdo por
ferro. Tal competicdo, em um ambiente com baixa concentracdo de ferro explica os efeitos

11
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observados sobre a promocao de crescimento de plantas e a producao em algumas culturas. O
mecanismo para producao de sideréforos é realizado somente sob condicbes de baixa
disponibilidade de ferro no solo. Nesse caso, os microrganismos produtores de sideréforos
teriam vantagem sobre os outros, uma vez que, o pouco ferro disponivel estaria disponivel
apenas para eles préprios, que, na qualidade de produtores de sideréforos, teriam também
desenvolvido um processo especifico, ao nivel de isolado, para retirada do nutriente da molécula
do quelante e seu transporte pelo interior da célula (HOHNADEL; MEYER, 1988).

Aidar (2003) ressalta ainda que a concentracao do ferro na solucdo do solo esta relacionada
com os niveis de pH. A medida que o pH do solo abaixa, a disponibilidade de ferro aumenta e
os sider6foros se tornam menos efetivos. Em geral, os patégenos de plantas sdo sensiveis a
acao de sideréforos produzidos pelos antagonistas, em virtude de nao os produzirem ou os
produzirem com menor afinidade pelo ferro. Sua essencialidade para microrganismos vai da
necessidade de reduzir oxigénio para a sintese de ATP, reducdo de precursores de &cidos
nucleicos, formacao do grupo heme das hemeproteinas (ROMEIRO, 2007).

A producéo de fitormobnios por algumas rizobactérias, estd diretamente ligada a promocgéao de
crescimento da planta, onde os mais comum sao o AlA (acido indol-acético), acido giberélico,
citocininas e etileno (SILVEIRA, 2007).

Colonizacao radicular por rizobactérias

A colonizacdo radicular por rizobactérias promotoras de crescimento de planta (PGPR) é
considerada uma caracteristica obrigatéria, essa caracteristica é conhecida pelo termo “Root
colonization”, que expressa a obrigatoriedade de haver colonizacao radicular por PGPR
(ROMEIRO, 2007). A colonizacao radicular por PGPR ocorre em virtude da concentracao de
nutrientes existentes no local em que se encontra o sistema radicular, onde as rizobactérias
nutrem-se destes exsudados liberados pelas raizes, e em contrapartida produzem substancias

que promovem o crescimento da planta.

Alguns trabalhos relatam que as PGPR possuem uma “inconstancia”, Sottero (2003) relata
gue esta inconstancia ocorre por causa de algumas PGPR nao serem endofiticas e por este
motivo sofrerem as influéncias dos fatores bidticos e abidticos. Estes fatores como, luz,
umidade solo e exsudacao radicular poderiam influenciar na capacidade das rizobacterias
competir com a microbiota existente, além da possibilidade dos microrganismos migrarem
para locais no solo com maiores teores de nutrientes.

Para melhor observar a capacidade de colonizacao radicular por rizobactérias usa-se um método
desenvolvido por Bringel (1997) e Miranda (1997). Este método é realizado em tubos de ensaio,
no qual é possivel observar de forma legivel a formacdo de um halo em torno da raiz, o que
caracteriza como PGRP usando &gar-agua para dar sustentacao a radicula das plantas.
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