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RESUMO

SANTOS, L. O. Atividade de rizobactérias antagonistas a Fusarium oxysporum
f. sp. passiflorae em solos cultivados com milho, sorgo e milheto. Cruz das
Almas, 2016. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia Agricola). Universidade
Federal do Reconcavo da Bahia.

Embora o Brasil ocupe a posicdo de maior produtor mundial de maracuja, a
produtividade do fruto no pais € baixa devido a ocorréncia de doengas na cultura.
A fusariose, provocada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae (Fop), é
uma das doencas mais temidas por levar a morte da planta diminuindo o periodo
produtivo da cultura. Atualmente, a utilizacdo conjunta de praticas culturais e do
controle bioldgico tém destacada importancia no manejo integrado de doencgas de
plantas. Informacfes sobre o efeito de monocotiledéneas sobre a atividade de
rizobactérias antagonistas no solo podem ser utilizadas para otimizacdo de um
programa de manejo integrado da fusariose, permitindo que os agentes de
biocontrole mantenham-se ativos na area na qual a protecdo deve ser tomada.
Além disto, as monocotiledéneas podem servir como uma fonte de renda extra ao
produtor. Desta forma, o objetivo do trabalho foi avaliar a atividade de
rizobactérias antagonistas a Fop em solos cultivados com milho, sorgo e milheto,
em casa de vegetacdo. Neste sentido, rizobactérias foram isoladas do solo da
rizosfera de maracujazeiros e submetidas a testes para deteccao da producéo de
compostos difusiveis, compostos volateis e quitinases. Foram avaliados 167
isolados, dos quais 21 foram positivos para a producdo de compostos difusiveis,
dois para compostos volateis, 32 para producdo de quitinases e oito
apresentaram pelo menos dois mecanismos de ac¢do. Um ensaio de antibiose
reciproca e crescimento em diferentes niveis de pH foi realizado com estes oito
isolados verificando-se a imcompatibilidade do isolado 76 com os demais;
incompatibilidade do isolado 77 com o isolado 89 e crescimento de todos os
isolados em ampla faixa de pH. A atividade microbiana foi avaliada em solos
cultivados com milho, sorgo e milheto, além do pousio, em casa de vegetacao,
por meio do quociente metabdlico (qCO,), obtido pela razdo entre a respiracao
basal do solo (RBS) e o carbono da biomassa microbiana (CBM), e da atividade
da enzima fosfatase acida. Para isto, trés combinacfes de rizobactérias, com
base no teste de antibiose reciproca, foram aplicadas em vasos com as culturas
de monocotiledéneas e, apds 47 e 63 dias da aplicacdo, amostras de solo foram
coletadas e encaminhadas ao laboratério para analises. Determinou-se o CBM e
a RBS pelos métodos do cloroformio-fumigacdo-extragdo e cloroférmio-
fumigacao-incubacdo adaptados, respectivamente. A atividade da enzima
fosfatase acida, foi analisada somente aos 63 dias, pela medigdo da concentracéo
de p-nitrofenol liberado resultante da hidrolise enzimatica de p-nitrofenil fosfato.
Houve diferencas significativas (p<0,05) quanto aos tratamentos testados apenas
na segunda época de amostragem, aos 63 dias. Pela analise de variancia, a
interacdo entre espécies e combinacdes de rizobactérias foi significativa (p<0,05)
somente para o atributo qCO,, cujos valores tendem a ser superiores sob a
cultura do milheto na combinagéo 3 (isolados R77 + R95 + R104 + R120) (0,03
mg C-CO; Kg! CBM h™). A atividade da enzima fosfatase &cida apresentou
valores superiores para a cultura do milheto (66,87 pg de p-nitrofenol cm? solo h™)
confirmando uma maior atividade rizobacteriana sob esta cultura.
Palavras-chave: fusariose, manejo integrado, maracuja.



ABSTRACT

SANTOS, L. O. Activity of rhizobacterial antagonists to Fusarium oxysporum f.
sp. passiflorae in soils cultivated with maize, sorghum and millet. Cruz das
Almas, 2016. Dissertation (Master in Agricultural Microbiology). Federal University
of Bahia Reconcavo.

Although Brazil ranks as the world's largest producer of passion fruit, fruit
productivity in the country is low due the occurrence of disease in the crop. The
fusarium wilt, caused by Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae (Fop), is one of the
most feared diseases lead to death of the plant reducing the productive period of
culture. Currently, the joint use of cultural practices and biological control have
outstanding importance in the integrated management of plant diseases.
Information monocots effect on the activity of rhizobacteria antagonists in the soil
can be used for optimization of an integrated management program of fusarium
wilt, allowing biocontrol agents remain active in the area in which the protection
should be taken. In addition, monocotyledons may serve as an extra source of
income to the producer. Thus, the objective of this study was to evaluate the
activity of rhizobacterial antagonists to Fop in soils cultivated with maize, sorghum
and pearl millet, in the greenhouse. In this sense, rhizobacteria were isolated from
the rhizosphere soil of passion fruit and subjected to tests for detection the
production of diffusible compounds, volatile compounds and chitinases.167
isolates were evaluated, 21 of them were positive for the production of diffusible
compounds, two for volatile compounds, 32 to produce chitinases and eight had at
least two mechanisms of action. A test mutual antibiosis and growth at different pH
levels was carried out with these eight isolates verifying the incompatibility isolated
76 with others; incompatible isolated 77 with isolated 89 and growth of all isolates
in wide pH range. Microbial activity was evaluated in soils cultivated with maize,
sorghum and millet, in addition to fallow, in the greenhouse, through the metabolic
quotient (qCO,), obtained by the ratio between the basal soil respiration (BSR)
and microbial biomass carbon (MBC), and the enzyme acid phosphatase activity.
For this, three combinations of rhizobacteria, based on mutual antibiosis test, were
applied to pots with crops of monocots and after 47 and 63 days of application, soil
samples were collected and sent to the laboratory for analysis. The CBM and RBS
were determined by methods of chloroform fumigation-extraction and chloroform-
fumigation-incubation adapted, respectively. The activity of acid phosphatase was
analyzed only after 63 days by measuring the concentration of liberated p-
nitrophenol resulting from the enzymatic hydrolysis of p-nitrophenyl phosphate.
There were significant differences (p <0.05) in the treatments tested only the
second time of sampling, to 63 days. By analysis of variance, the interaction
between species and rhizobacteria combinations was significant (p <0.05) only for
the qCO, attribute, whose values tend to be higher under millet cultivation in
combination 3 (isolates R77 + R95 + R104 + R120) (0.03 mg C-CO, kg™ CBM h™).
The enzyme acid phosphatase activity showed higher values for the pearl millet
crop (66.87 pg of p-nitrophenol cm? soil h™') confirming greater rizobacteriana
activity in this culture.

Keywords: fusarium wilt, integrated management, passion fruit.
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INTRODUCAO GERAL

O Brasil enquadra-se como maior produtor mundial e consumidor de
maracuja, com a regiao Nordeste contribuindo com a maior fatia desta producéo,
correspondente a 70,89 %, enquanto a regido Sudeste contribui com 16,31 %. O
estado com a maior producdo € a Bahia, respondendo por 46,30 % do total
nacional (IBGE, 2014).

A cultura do maracujazeiro, apontada como alternativa para agricultura
familiar, se destaca devido a elevada cotac¢éo do suco no mercado internacional e
da fruta fresca no mercado interno, o que levou a rapida expansdo dos pomares
nos ultimos anos (MELETTI et al., 2002). O aumento da area plantada trouxe,
entretanto, o agravamento de um grande numero de doencas que acometem o
maracujazeiro, reduzindo o tempo de exploracdo econdémica da cultura e
inviabilizando o cultivo em certas regides (FISCHER et al., 2005).

Entre as principais doencas que atingem a cultura do maracujazeiro na
regido Nordeste esta a fusariose, causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp.
passiflorae (Fop). Este fungo coloniza os vasos xilematicos impedindo o
translocamento de agua e nutrientes o que causa a murcha e consequente morte
da planta. Os sintomas internos podem ser visualizados por meio de um corte no
caule onde é observado o escurecimento dos tecidos do xilema. A importancia da
fusariose reside no fato da doenca levar a morte inevitavel das plantas infectadas,
nao havendo controle curativo (VIANA et al., 2003).

O manejo da fusariose € dificultado pela capacidade do patégeno
sobreviver no solo sob a forma de estruturas de resisténcia, sendo o controle
preventivo o mais indicado (RONCATTO et al., 2004). Embora se considere 0 uso
de variedades resistentes como um dos métodos de controle mais efetivos e
baratos, ndo existem cultivares disponiveis atualmente para o maracuja-amarelo
gue apresentem resisténcia (SILVA, 2011). O uso de porta-enxertos resistentes
esbarra na questdo da baixa disponibilidade de sementes, irregularidade na
germinacao destas e altos custos do processo (MELETTI et al.,, 2005). Neste
contexto, o controle biolégico aparece como uma estratégia adicional a ser
utilizada como parte do manejo integrado da fusariose (BETTIOL; MORANDI,
2009).
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As rizobactérias sdo consideradas agentes de biocontrole ideais, visto que
a rizosfera fornece a linha de frente de defesa contra o ataque de patdgenos nas
raizes (DESHWALL et al.,, 2003). Diversos trabalhos mostram a capacidade
destas bactérias para inibir Fusarium oxysporum (FAHEEM et al.,, 2015;
HARIPRASAD et al.,, 2011). O cultivo consorciado, por sua vez, € uma pratica
capaz de promover o manejo de doencas pelo aumento da atividade e a
abundéancia de organismos benéficos, pois permite a diversificacdo de micro-
habitats no solo (GLIESSMAN, 2008). Sendo assim, sdo de grande importancia
estudos que visem investigar a influéncia dos cultivos sobre a atividade de
antagonistas no solo, posto que a associacao entre controle cultural e biolégico
pode representar uma alternativa promissora para o0 manejo da fusariose do
maracujazeiro.

Uma vez que diferentes plantas liberam diferentes exsudatos (BADRI;
VIVANCO, 2009), podendo estes estimular ou inibir o crescimento microbiano na
rizosfera (HAO et al., 2010), o objetivo do trabalho foi avaliar a influéncia de trés
espécies de monocotiledénes, milho, sorgo e milheto, sobre a atividade de
rizobactérias antagonistas a Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae. Para cumprir
com este objetivo foi realizada uma selecdo de rizobactérias antagonistas ao
patdgeno e, posteriormente, foi averiguada a atividade microbiana em solo

cultivado com as trés culturas, em casa de vegetacéo.
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1. A cultura do maracujazeiro e seus aspectos econdmicos

O maracujazeiro é uma fruteira originaria da Ameérica Tropical pertencente a
familia Passifloraceae e ao género Passiflora (CERVI, 1997; VIANA, 2003). A
familia Passifloraceae ou familia dos maracujas é composta por cerca de 20
géneros e 600 espécies distribuidas entre os tropicos. No Brasil, ocorrem quatro
géneros nativos: Ancistrothyrsus, Dilkea, Mitostemma e Passiflora (SOUZA;
LORENZI, 2012). O género Passiflora é considerado o mais importante com cerca
de 520 espécies no mundo (CERVI, 2005). A maioria das espécies de Passiflora é
endémica das Ameéricas, com um pequeno namero ocorrendo na regido tropical
da Asia, ilhas da Polinésia e Australia (BRIZICKY, 1961; KILLIP, 1938). Na flora
brasileira ocorrem cerca de 142 espécies do género, 83 delas endémicas,
distribuidas em quase todas regifes do pais (BERNACCI et al., 2015).

A importancia econdmica do género Passiflora se deve, principalmente, a
qualidade dos frutos produzidos por algumas espécies, que sao utilizados para
alimentacdo na forma in natura ou por meio dos seus derivados: sucos, geléias,
doces, sorvetes, licores, entre outros. A industria farmacéutica também explora o
maracuja, como fonte de passiflorina, calmofilase e maracugina, substancias com
propriedades calmantes (LIMA; FANCELLI, 2003). O 6éleo extraido de suas
sementes € um dos ingredientes mais procurados para a fabricacdo de
cosmeéticos naturais (SEBRAE, 2008). Em paises do hemisfério norte algumas
espécies sao utilizadas para ornamentacdo, na constru¢cdo de cercas vivas, e
hibridos sao produzidos a fim de gerar flores maiores para o cultivo em vasos
(PEIXOTO, 2005). As espécies mais estudadas e comercializadas sédo o
maracujd-amarelo (Passiflora edulis fv. flavicarpa) e o maracuja-roxo (Passiflora
edulis) (CANCADO JUNIOR et al., 2000).

A cultura do maracujazeiro constitui uma boa alternativa para o produtor
rural, proporcionando o mais rapido retorno de capital investido dentre as
fruteiras, uma vez que a maioria delas despende alguns anos para iniciar a
producdo (MELETTI et al., 2010). Nas pequenas propriedades brasileiras, onde é
predominantemente cultivado, 0 maracujazeiro vem promovendo a geracao de
empregos e, o seu prolongado periodo de safra, variavel entre as regides do pais,
pode contribuir para a melhoria do padrdo de vida dos pequenos proprietarios,
caracteristicas que conferem a cultura um relevante papel social (LIMA et al.,
2011).
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A producdo do maracuja em escala comercial teve inicio na Australia e no
Havai com o uso de espécies nativas brasileiras (CUNHA, 2013). No Brasil, so
adquiriu relevancia com as primeiras exportaces do suco, a partir de 1970
(CANCADO JUNIOR et al., 2000). Atualmente, o pais ocupa o primeiro lugar
como produtor mundial de maracujé seguido do Equador (ITI TROPICALS, 2014).
Dos pomares cultivados em terras brasileiras, mais de 95 % correspondem a
pomares de maracuja-amarelo devido a qualidade superior da espécie em relacao
a produtividade, vigor e rendimento em suco (MELETTI; BRUCKNER, 2001).

A area destinada a colheita do maracuja no Brasil em 2014 correspondeu a
57.183 hectares, area maior do que a destinada para colheita de frutas como
tangerina, limdo, macd, mamao, goiaba, meldo e abacate. A quantidade
produzida de frutas no mesmo periodo foi de 823.284 toneladas e o valor da
producdo nacional foi equivalente a cerca de 267 milhdes de dolares. A regido
Nordeste é responséavel por 70,89 % da producdo nacional de maracuja e o
principal estado produtor é a Bahia com o Ceara ocupando a segunda posi¢ao
(IBGE, 2014).

Embora seja o maior produtor, o Brasil ndo se enquadra como maior
exportador do maracuja. As exportacdes sdo incipientes e se restringem a fruta
fresca e, sobretudo, ao suco concentrado. Devido ao mercado interno consumir
guase a totalidade da producdo, as exportacdes da fruta fresca abrangem
somente 1,5 % do total das exportac6es de maracuja do Brasil. A maior parcela
da exportacdo € representada pelos sucos concentrados, que atingem as
melhores cotacdes e ganhos em divisas. Estes sdo atualmente comercializados
de forma mais intensa com Holanda, Porto Rico, Estados Unidos, Alemanha e
Japdo, os quais importam 76 % do suco concentrado produzido no pais
(MELETTI, 2011).

A produtividade média do maracuja no Brasil, correspondente a 14 t/ha,
também é considerada baixa. Estudos com sementes melhoradas geneticamente
demonstram o potencial dos maracujazeiros para produzirem 50 t/ha/ano de
frutos quando em associacdo as tecnologias indicadas para cultura (BORGES et
al., 2005). Entre os fatores que contribuem para a baixa produtividade esta a
pouca experiéncia dos agricultores com o maracujazeiro; a falta de variedades
melhoradas e sementes selecionadas; falta de informagdes para o manejo do

solo, agua e planta; incidéncia de insetos-praga, assim como a ocorréncia de
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doencas, na parte &rea e no sistema radicular (LIMA et al., 2011).

2. Fusariose do maracujazeiro

O maracujazeiro € suscetivel a uma série de doencas que provocam a
reducdo da vida util das plantacbes e consequentes prejuizos na producdo. A
intensificacao das doencas a partir do primeiro ano de cultivo levou os produtores
a reduzirem o tempo de exploracédo da cultura. Varios fatores contribuem para o
surgimento e agravamento de doencas, entre eles condicbes climaticas
favoraveis, cuidados fitossanitarios insuficientes e o cultivo prolongado sobre uma
mesma area. Quando os problemas fitossanitarios atingem proporc¢des maiores, a
tendéncia dos produtores € o abandono da cultura que sera entdo explorada por
outros produtores em areas relativamente préximas, mas livres de contaminacao
(REITER; HEIDEN, 1998).

Os fungos representam um grande problema para a cultura do
maracujazeiro visto que sdo capazes de afetar todas as partes da planta - raizes,
caule, folhas, flores e frutos - desde a fase de sementeira até a fase adulta. Estes
microrganismos podem atingir a parte area do maracujazeiro induzindo a doencgas
como antracnose, septoriose, verrugose e mancha alternéria; entretanto, os
problemas fitossanitarios mais sérios estdo envolvidos com os fungos habitantes
de solo, que causam doencas como o tombamento de mudas e as murchas
provocadas pelos fungos Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae, Fusarium solani
e espécies do género Phytophthora (SANTOS FILHO; SANTOS, 2003).

A fusariose é uma das principais doencas do maracujazeiro promovendo a
murcha irreversivel das plantas e consequente morte em qualquer fase do seu
desenvolvimento. A ocorréncia dessa doenca tem levado a perda de plantios
inteiros em estados produtores do Nordeste e Sudeste do pais e reduzido o ciclo
produtivo do maracuja de cinco para até um ano (DIAS, 2000). Os agentes
causais da fusariose sdo o Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae, especifico de
passifloraceas, e o Fusarium solani, que atinge varios outros géneros de plantas
como fumo, batatinha, feijao, pimentdo e beterraba (SANTOS FILHO; SANTOS,
2003).

O género Fusarium é composto por fungos necrotroficos, habitantes do solo
e fitopatogénicos, com muitas espécies provocando sérias doengcas em plantas

por todo o mundo. Fusarium oxysporum leva a murcha vascular em muitas
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culturas, incluindo a do maracuja, enquanto outras espécies, como Fusarium
solani, causam podriddo de raiz, tronco e sementes que € acompanhada pela
producdo de micotoxinas. F. oxysporum possui mais de 120 formae specialis (f.
sp.) de acordo com os hospedeiros que infectam. Algumas espécies de Fusarium,
a exemplo o F. solani, apresentam tanto a forma teleomorfica quanto a forma
anamorfica, enquanto em outras, como o0 F. oxysporum, a forma teleomorfica &
desconhecida. Os esporos assexuais destes fungos sdo o0s microconidios,
macroconidios e os clamidosporos (AGRIOS, 2004).

A doenca provocada pelo F. oxysporum f. sp. passiflorae é uma das mais
temidas pelos produtores, pois provoca a morte da planta em um curto periodo de
tempo, em média duas semanas, em razdo do blogueio dos vasos xilematicos
(NOGUEIRA, 2007). O desenvolvimento de fungos fitopatogénicos no xilema
pode impedir o transporte da agua para as partes superiores da planta (AGRIOS,
2004). Assim, o primeiro sintoma observado da doenga € a murcha localizada nos
ramos ponteiros. Posteriormente, ocorre uma murcha generalizada, onde as
folhas permanecem aderidas a planta, porém com aspecto de cartucho. Se forem
realizados cortes longitudinais no tecido do xilema seréo observadas estrias de
tonalidade ferruginosa ocasionadas por células crométicas que contribuem na
impermeabilizacéo e obstrucédo do lenho (SANTOS FILHO; LARANJEIRA, 2004).

A disseminacdo do patdgeno ocorre a principio em pequenos focos isolados,
partindo posteriormente de uma planta a outra de forma radial, por meio do solo
ou de restos culturais contaminados (LIMA et al., 1999). Sao condicdes favoraveis
para a ocorréncia da fusariose, uma faixa de temperaturas entre 20 a 25 °C
associada a umidade relativa do ar elevada e plantio sobre solos arenosos
(VIANA et al., 2003). O controle da doenca é considerado muito dificil em razdo
da sua capacidade de sobreviver em restos culturais e permanecer no solo, na
forma de estruturas de resisténcia, como clamiddsporos. As medidas preventivas
sdo as mais indicadas, bem como métodos para regulacdo das condi¢des
favoraveis a doenca (SANTOS FILHO et al., 2002).

3. Manejo integrado da fusariose
Diversas técnicas sao propostas para minimizar danos causados por
problemas fitossanitarios, muitas destas, entretanto, podem levar & contaminacao

do meio ambiente ou provocar alteragcdes que tornam o0 agroecossistema
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insustentavel caso ndo sejam conduzidas de maneira adequada. Mesmo as
técnicas biocompativeis, de forma isolada, ndo tém sido suficientes para que o
controle adequado seja atingido, sendo necessario manejar as doencas de forma
integrada (BETTIOL; MORANDI, 2009).

O manejo integrado de doencas de plantas é um manejo onde todas as
técnicas disponiveis sdo utilizadas em um programa unificado para manter a
populacdo de patégenos abaixo do limiar de dano econdmico reduzindo os
possiveis efeitos prejudiciais a natureza (NAS, 1969). Diversos métodos, sejam
eles culturais, mecanicos, fisicos, biolégicos, legislativos ou de resisténcia
genética, podem ser integrados de maneira harmoniosa com o objetivo de
prevenir e reduzir a intensidade das doencas (BETTIOL; MORANDI, 2009).

No contexto de busca pela sustentabilidade, a utilizacdo do controle
biolégico e/ou cultural, apresenta grande destaque no manejo de doencas de
plantas. O controle cultural das doencgas radiculares consiste basicamente na
manipulacdo das condi¢cdes de pré-plantio e desenvolvimento do hospedeiro em
detrimento do patégeno, objetivando beneficios como a inducdo da
supressividade do solo, a supressdo do aumento e/ou a destruicdo do inéculo
existente, o escape das culturas ao ataque potencial do patdbgeno e a menor
suscetibilidade da planta as doencas pela regulacdo do seu crescimento (PALTI,
1981).

Tarigan et al. (2013) avaliaram a dosagem ideal do agente de biocontrole
Trichoderma harzianum e tipos de adubo para diminuir a porcentagem de plantas
murchas e a intensidade da fusariose provocada por F. oxysporum f. sp.
passiflorae. A melhor dosagem foi com o uso de T. harzianum misturados em 42 g
de sementes de milho cozido no vapor/kg de solo, onde houve uma reducédo da
murcha de 93,34% em comparacdo com o controle. A aplicacdo do esterco de
gado também contribuiu de forma significativa para reducdo das murchas.
Enquanto os fungos Trichoderma s&o conhecidos produtores de enzimas liticas
prejudiciais as hifas do patégeno, provavelmente o esterco de gado favoreceu o
crescimento destes antagonistas, uma vez possui grande contetdo de celulose,
um polissacarideo complexo, que pode ser utilizado como fonte nutricional.

O trabalho de Fang et al. (2012) vislumbra a possibilidade do uso de praticas
culturais de maneira integrada para o controle da fusariose do morangueiro,

provocada pelo Fusarium oxysporum f. sp. fragariae. As praticas avaliadas foram
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rotacdo de culturas, modificagdo do pH do solo, alteracbes do solo com adubo
(esterco de galinha) e alteracdes do solo com residuos culturais (palhada de
ervilha). Foi observado que, na rotacdo entre morango e tomate, a doenca se
apresentava menos severa. Havia ainda uma menor reducdo do peso seco da
parte aérea e da raiz das plantas afetadas em comparacdo com a rotacao
realizada com pimentdo ou no sistema sem rotacdo. As diferencas notadas
seriam provavelmente devido a capacidade diferenciada das culturas em
aumentar, diminuir ou manter a densidade populacional deste fungo.

O pH do solo também teve forte influéncia na severidade e impacto da
fusariose. A doenca se apresentou mais severa em solo acido, com pH de 5,2 e
5,8, do que em solo com pH préximo ao neutro, de 6,7. Ainda ficou demonstrado
no estudo que a correcdo do solo com adubo a base de esterco de galinha em
5,0% e com residuos culturais em 2,5% ou 5,0% reduziram significativamente a
fusariose nos morangueiros. Contudo, o efeito pode ser varidvel a depender dos
niveis adicionados ao solo. Quando houve uma alteracdo maior do solo com
adubo ou residuos de culturas em uma alta taxa de 10% ndo houve reducao
significativa da murcha. Assim, os autores recomendam a adocao da calagem do
solo e o0 uso dos residuos organicos nas dadas propor¢des para contribuir ainda
mais com o eficiente manejo da murcha do morangueiro (FANG et al., 2012).

Toledo-Souza et al. (2012) avaliaram o efeito de cultivos prévios e sistemas
de preparo do solo sobre a incidéncia da murcha-de-fusario em feijoeiro comum
causada por Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli. Observaram que a incidéncia da
fusariose foi menor nas sucessdes com braquiaria (Urochloa brizantha), milheto
(Pennisetum glaucum cv. BN-2), braquiaria consorciada com milho (Sistema
Santa Fé) e capim Mombaca (Panicum maximum cv. Mombaga); e maior em
sucessdes com sorgo (Sorghum bicolor cv. BR 304), estilosantes (Stylosanthes
guianensis cv. Mineirdo), crotalaria (Crotalaria spectabilis) e guandu (Cajanus
cajan). Quanto aos sistemas de plantio, a incidéncia da doengca se mostrou mais
elevada no sistema de plantio direto do que no preparo convencional do solo
independente das culturas em sucessao.

Scott et al. (2012), visando o uso da resisténcia genética e rotacdo de
culturas em um programa de manejo integrado da fusariose da alface, avaliaram a
suscetibilidade de cultivares a murcha provocada por F. oxysporum f. sp. lactucae

e a viabilidade do inoculo do patdgeno no solo. A maioria dos cultivares testados



24

ndo foram resistentes a doenca, que se mostrou mais severa com 0 aumento da
densidade do in6culo no solo e da temperatura. As alfaces do tipo “Leaf” e do tipo
romana, entretanto, apresentaram cultivares altamente resistentes a doenca em
todas condicdes do teste. A densidade do inéculo, obtido do solo de campo de
alface naturalmente infestado, diminuiu em 86% apds 12 meses. Apds 34 meses
esta quantidade era correspondente a apenas 0,5% da populacao inicial. Desta
forma, manter a area livre da cultura da alface por 1 ano — com a rotacdo de
culturas - reduz substancialmente a densidade do in6culo do patdégeno e com isso
a severidade da doenca.

Carvalho (1989) estudando o efeito de diferentes densidades populacionais
de feijdo em consoércio com o maracuja-amarelo observou que a produtividade do
maracujazeiro nao foi influenciada pelas densidades populacionais do feijao, mas
a producao de feijdo aumentou a medida que aumentaram o numero de fileiras de
feijdo entre as linhas de maracuja. Desse modo, as préticas culturais além de
contribuirem para o controle de doencas tais como a fusariose, podem ainda
colaborar com o aumento da producéo, sendo possivel o uso associado destas
com controle biolégico em um programa de manejo integrado sustentavel e

lucrativo.

3.1. Consoércio de culturas

Uma pratica cultural aplicada em muitas partes do mundo para o aumento da
produtividade é o consorcio de culturas (CHAI et al., 2013). Esta prética,
empregada sobretudo nas pequenas propriedades rurais dos paises em
desenvolvimento, é definida como o cultivo de duas ou mais -culturas
simultaneamente em uma mesma area (MUNZ et al., 2014) e constitui uma forma
de aumentar a diversidade de um agroecossistema (MOUSAVI; ESKANDARI,
2011).

Nos ecossistemas naturais a diversidade é uma caracteristica inerente.
Embora existam variagbes no grau de diversidade dos diferentes ecossistemas, a
tendéncia € que esta seja tdo grande quanto possivel, dadas as restricdes
ambientais. O produtor pode obter as vantagens da diversidade incluindo novas
espécies aos sistemas de cultivo. A diversificagdo conduz a modificagbes
positivas nas condi¢Bes abidticas, como o favorecimento de uma diversidade de

micro-habitats que atraira uma série de organismos como antagonistas benéficos,
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nao reunidos caso o cultivo fosse uniforme e simplificado (GLIESSMAN, 2008).

Os sistemas consorciados sdo adotados por apresentarem uma série de
vantagens como o incremento da rentabilidade por unidade de area cultivada;
aproveitamento de areas limitadas; diversificacdo da dieta; melhoria no uso dos
recursos do solo; aumento da produtividade, sobretudo quando espécies se
beneficiam mutuamente, e reducdo de danos por plantas daninhas, pestes e
doencas. Entre outros beneficios esta a reducdo do risco de perda total da
producao, pois caso uma cultura falhe a renda de outras irA compensa-la, e o uso
mais eficiente da méo de obra (MONTEZANO; PEIL, 2006).

O interesse em préticas sustentaveis, como o0 consorcio, é crescente em
virtude dos problemas causados pela monocultura e uso de fertilizantes
(MACHADO, 2009). A pratica da monocultura aumenta a vulnerabilidade das
culturas as doencas, 0 que leva, por consequéncia, a um aumento no uso de
defensivos agricolas, contribuindo para a elevagédo dos custos de produc¢éo, riscos
a saude humana e contaminac¢des ambientais (MAREDIA; PINGALI, 2001). O uso
excessivo e incorreto de fertilizantes, por sua vez, causa sérios problemas
ambientais como poluicdo de aguas superficiais e subterraneas (BAYRAMOGLU;
CHAKIR, 2016), aumento gradual da acidez do solo (SCHRODER et al., 2011) e
volatilizacdo da amoénia (SAVCI, 2012), além de alcancarem um custo cada vez
mais alto (HUANG, 2007).

CAO et al. (2015), com o objetivo de avaliar a eficacia no controle da
ferrugem da listra e oidio bem como os rendimentos no campo, testaram o
consorcio de trés variedades de trigo de inverno com batata, milho, girassol,
pimenta, gergelim e soja debaixo de diferentes condi¢cdes ecoldgicas em Tianshui,
Provincia de Gansu na China, entre os anos de 2007 a 2009. Os consorcios entre
trigo e milho, e trigo e girassol resultaram em uma reducado significativa das
doencas, bem como aumento significativo no rendimento, enquanto que, o trigo
consorciado com batata e com pimenta, apresentaram somente um aumento
significativo no rendimento. A partir destes resultados, a adoc¢do de sistemas de
consorcio seria proveitosa na regiao sul de Gansu, onde as maguinas nao
alcancam as plantacdes devido a paisagem montanhosa.

ZHU et al. (2000), conduzindo testes de larga escala em campo,
investigaram o controle de brusone pelo consorcio entre variedades de arroz com

diferentes resisténcias a doenca. A severidade da doenca nas variedades de
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arroz suscetiveis cultivadas em combinacdo com variedades resistentes foi 94%
menor do que quando cultivadas em monocultura. A producgao foi 89% maior na
condicdo de consorcio. Em razéo da prépria distancia genética entre as plantas,
provavelmente, o principal mecanismo que influenciou na reducéo da severidade
foi a diminuicdo do inéculo de uma determinada raga patogénica. Somado a este
fator, as diferentes alturas entres as variedades, onde as suscetiveis sdo mais
altas que as nao suscetiveis, provocaram uma condicdo de temperatura, umidade
e luz que foi menos propicia a doenca.

Um beneficio do uso do consércio é a melhoria dos atributos do solo bem
como incremento e manutencdo da matéria organica, sobretudo quando sao
utilizadas leguminosas (COELHO et al., 2013). O consoércio entre plantas de
coberturas e culturas perenes, por sua vez, constitui um dos melhores recursos
para diminuir a erosdo do solo, uma vez que os residuos destas culturas impedem
as gotas de chuva de desagregar as particulas de solo, favorecendo assim a
infiltracdo da agua. Além disto, estas culturas também contribuem para melhoria
das propriedades fisico-quimicas e bioldgicas do solo (BALOTA; AULER, 2011).

O cultivo consorciado pode ser realizado entre gramineas e culturas
comerciais a fim de prover alimentos para os animais via ensilagem (LEONEL et
al., 2008). No Brasil, as culturas do sorgo (Sorghum bicolor), milho (Zea mays) e
milheto (Pennisetum glaucum) tém sido usualmente relatadas para este fim
(AMIN; MELLO, 2009). A ensilagem consiste em uma técnica para conservar as
forragens por meio do corte, picagem, compactacdo e vedacdo em silos das
plantas visando a fermentacdo anaerdbica. No semi-arido brasileiro consiste em
uma pratica bem consolidada de conservacdo para alimentar os animais em
periodos de seca (SANTOS, 2008).

3.2 Controle bioldgico

Praticas culturais, como o consorcio, podem ser empregadas para reforcar o
controle biolégico (LAZAROVITS et al.,, 2014), um fendmeno que ocorre na
natureza onde o niamero de organismos € regulado por seus inimigos naturais,
que compdem os agentes de mortalidade bidtica (PARRA et al., 2002). Os
microrganismos podem inibir o crescimento e reproducdo de outros, até mesmo
levando morte destes, por meio de uma série de mecanismos a fim de competir

por alimento, espaco e nichos ecologicos, por exemplo (ROMEIRO, 2007).
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O uso empirico de microrganismos no controle de doencas de plantas
remonta de muitos anos. Os egipcios, 5.000 a.C., j& se beneficiavam com as
inundacdes ciclicas do Rio Nilo que, ao cobrir as margens cultivaveis, permitiam a
atuacao de antagonistas a Sclerotium cepivorum, protegendo a cultura da cebola
deste fungo fitopatogénico (COOK; BAKER, 1983). Os primeiros trabalhos com a
introducdo intencional de antagonistas no solo ocorreram no inicio do século XX,
a exemplo, o trabalho de Hartley que, em 1921, introduziu fungos com potencial
antagonista sobre solo de viveiros de esséncias florestais, para o controle do
tombamento.

Os microrganismos, mencionados como inimigos naturais ou antagonistas,
atuam normalmente por meio de mecanismos de antibiose, predacéao,
competicdo, parasitismo, inducdo de defesa do hospedeiro e hipoviruléncia (PAL;
GARDENER, 2006). O controle biolégico pode ser utilizado de forma intencional
pelo homem: pela introducdo de estirpes selecionadas de agentes de biocontrole
ou por meio de praticas agronémicas que venham a favorecer as populacdes
naturais dos antagonistas (ALABOUVETTE et al., 2006).

Atualmente o controle biolégico vem adquirindo destaque crescente em
programas de manejo integrado em meio a discussdes sobre producéo integrada
no sentido de uma agricultura sustentavel (PARRA et al., 2002). A importancia do
controle bioldgico baseia-se, sobretudo, na conducdo da lavoura sem ou com
baixo uso de defensivos quimicos, evitando danos ao homem bem como
contaminacdo do solo, da &agua e do ar, obedecendo assim principios
fitossanitarios da agroecologia (ARAUJO et al., 2010).

Um critério basico a ser observado na escolha de um agente de biocontrole
€ que este interfira de alguma forma no desenvolvimento do patégeno ou ainda
reduza a doenca (MELO, 1998). Algumas caracteristicas sdo apontadas como
vantajosas nestes microrganismos como a habilidade para o desenvolvimento sob
condicdes adversas; alta eficacia contra o patégeno alvo, ndo comprometendo os
organismos nédo-alvo; facil producéo e utilizacdo; boa capacidade de competicédo
com os micrébios indigenas e persisténcia no ambiente por um periodo de tempo
aceitavel, dentre outras (BOYETCHKO, 1999).

Os testes para identificacdo das espécies ou isolados de agentes de controle
biolégico devem progredir de uma condi¢cdo de laboratorio, para em seguida

testes em camara de germinagcédo ou casa de vegetacao e, por ultimo, testes em
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campo (MACHADO, 1999; MELO, 1998). Os agentes mais utilizados e estudados
sdo fungos dos géneros Trichoderma e bactérias dos géneros Bacillus e
Pseudomonas (BETTIOL; MORANDI, 2009).

Os fungos do género Trichoderma estdo dentre os mais estudados por
exibirem qualidades desejaveis, tais como acdo micoparasitica, competicdo por
nutrientes, produgdo de antibidticos, além de facil isolamento e rapido
crescimento em uma grande quantidade de substratos (CUBILLOS et al., 2011).
Entre as bactérias envolvidas na supressividade de doencas, as dos géneros
Pseudomonas e Bacillus, destacam-se, por sua vez, pela abundante ocorréncia
no solo e por atuarem diretamente, por meio de mecanismos como antibiose e
competicdo, podendo ainda promover o crescimento das plantas (BETTIOL;
MORANDI, 2009).

3.2.1 Controle biolégico com rizobactérias

As rizobactérias tém sido bastante estudadas nas Ultimas décadas para o
incremento da producdo agricola como promotoras do crescimento de plantas
(CHEN et al., 1996; GAO et al., 2015) e como agentes de biocontrole de doencas
(LIU et al., 1995; MARTINS et al., 2013; PAL et al., 2001). Em diversas pesquisas
€ possivel verificar estes microrganismos suprimindo doencas causadas por
patdogenos de plantas em culturas economicamente importantes como tomate
(ROCHA; MOURA, 2013), trigo (LUZ, 2001), eucalipto (SANTIAGO et al., 2015) e
citrus (AMORIM; MELO, 2002).

As rizobactérias compreendem um grupo de microrganismos capazes de
colonizar a rizosfera, ou seja, a zona de influéncia do sistema radicular das
plantas (KENNEDY et al., 2005), bem como o rizoplano. Nestas regides ocorre
uma proliferagdo microbiana em decorréncia da abundante disponibilidade de
compostos organicos de facil assimilacdo desprendidos pelas raizes (MELO,
2000). Deste modo, a biomassa e a atividade microbiana, se apresentam, em
geral, muito mais elevadas na rizosfera e rizoplano do que no solo circundante
(BRIMECOMBE et al., 2007).

Os compostos organicos liberados pelas raizes englobam lisados, liberados
pela autdlise de células e tecidos descartados, células da borda da raiz intactas e
exsudatos radiculares, que sdo substancias emitidas de forma passiva (difusas)

ou ativa (secrecOes) a partir de células de raizes intactas (NEUMANN;
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ROMHELD, 2007). Muitos autores, pela dificuldade em diferenciar os exsudatos
de compostos organicos vindos de outras fontes, como lisados, classificam
exsudatos como todas as substancias organicas lancadas por meio de raizes
saudaveis intactas para o ambiente (BRIMECOMBE et al., 2007).

A exsudacgdo de uma série de compostos quimicos tem a capacidade de
alterar as propriedades fisico-quimicas do solo e, desta maneira, regular a
estrutura da comunidade microbiana na rizosfera. Alguns compostos atuam como
chamarizes quimicos para um vasto numero de comunidades microbianas do solo
heterogéneas, diversas e metabolicamente ativas (DAKORA; PHILLIPS, 2002),
enquanto outros agem como repelentes contra microrganismos. A composi¢cao
dos exsudatos depende do estado fisioldgico, da microbiota e das espécies de
plantas (KANG et al., 2010).

A composicao da comunidade vegetal influencia de modo significativo a
composicao e diversidade bem como a atividade das comunidades microbianas
do solo (JOHNSON et al., 2003; MARSCHNER et al., 2001;). Existem evidéncias
de que, pela rizodeposicdo, as plantas selecionem ativamente as comunidades
microbianas que possam lhes fornecer recursos do solo limitados (HAMILTON;
FRANK, 2001). Da mesma forma, uma comunidade microbiana com uma
composicao especifica e diversidade funcional pode selecionar uma comunidade
vegetal que garanta o fornecimento de compostos de carbono favoraveis (RILLIG,
2004; WARDLE, 2005).

As rizobactérias também podem favorecer o crescimento das plantas de
forma direta, fornecendo algum composto sintetizado pelas bactérias e facilitando
a absorcdo de determinados compostos do ambiente, ou de forma indireta, por
meio da prevencdo e diminuicdo dos efeitos danosos de um ou mais
fitopatégenos (GLICK, 1995). Neste sentido langam mé&o de mecanismos diretos
de antagonismo contra os patdgenos, tais como a antibiose (KURABACHEW,;
WYDRA, 2013), competicao por nutrientes (ELLIS et al., 2000), competicdo por
nichos ecoldgicos (BOLWERK et al., 2003), produgcdo de compostos volateis e
difusiveis inibitorios (HERNANDEZ-LEON et al., 2015), producéo de enzimas (XU
et al., 2004), entre outros mecanismos. Certas rizobactérias podem atuar ainda de
forma indireta induzindo a resisténcia sistémica em plantas (ZHANG et al., 2002).

Hariprasad et al. (2011) estudaram o potencial de rizobactérias produtoras

de quitinase para o biocontrole da fusariose do tomateiro encontrando um isolado,
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da espécie Bacillus subtilis, capaz de reduzir significativamente a severidade da
murcha, em casa de vegetacdo. O estudo revelou que, ao utilizar uma
suplementacao de quitina em combinacdo com o isolado, o crescimento da planta
e favorecido, bem como a capacidade do antagonista colonizar as raizes do
tomateiro e reduzir a severidade da doenca. Alteracbes com indutores podem
favorecer a resisténcia as doencas pelo estimulo dos mecanismos de defesa do
hospedeiro ou estimulo das populacdes antagonistas.

Hernandez-Montiel et al. (2013) estudaram o0 wuso combinado de
rizobactérias Pseudomonas e fungos micorrizicos arbusculares (FMA) no
biocontrole da podriddo radicular causada por F. oxysporum em mamoeiro. A
inoculacdo combinada, em comparacdo com a inoculacédo independente de cada
microrganismo, apresentou uma maior porcentagem de protecdo (85 %), um
menor nivel de severidade da doenca (10 %) e reduziu a colonizacdo do patégeno
nas mudas de mamoeiro. O trabalho indicou a ocorréncia de um efeito
mutualistico que inclusive favoreceu o aumento de biomassa.

Faheem et al. (2015) avaliaram o potencial de biocontrole de rizobactérias
contra F. oxysporum f. sp. niveum, causador da fusariose nas plantas de
melancia. Uma cepa de Streptomyces goshikiensis apresentou, in vitro,
capacidade de inibir uma ampla gama de fungos fitopatogénicos, atividade das
enzimas quitinase, B-1,3-glucanase, catalase e urease, bem como producéo de
compostos difusiveis e volateis. Em casa de vegetacao, a murcha foi reduzida em
67% quando aplicado no solo do viveiro e dos vasos um fertilizante orgéanico
enriguecido com a cepa. O tratamento mostrou uma reducdo de 88,9% nha
populacao do patégeno em relagéo a do controle.

Silva et al. (2013) testaram actinomicetos, obtidos da rizosfera de plantas do
cerrado baiano, como agentes de biocontrole para F. oxysporum f. sp. passiflorae,
verificando, em condicbes de laboratorio, que todos apresentavam efeito
antagbnico significativo sobre o crescimento micelial do patégeno quando
comparados com a testemunha, a partir do sétimo dia de avaliacdo. Os autores
supdem que o mecanismo utilizado pelos actinomicetos foi a antibiose, por ser
uma caracteristica comum destes microrganismos a producdo de antibibticos

antifangicos.
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4. Atividade microbiana no solo

Um problema enfrentado pelo uso do controle biolégico é que muitas vezes
0 antagonista selecionado como agente de biocontrole apresenta excelente
desempenho nos ensaios in vitro, razoavel em casa de vegetacao e limitado em
campo (BASHAN, 1998). A atividade de biocontrole variavel e menor sobrevida
apos a adicdo ao solo, devido a fatores bidticos e abibticos variaveis, constituem
0s maiores empecilhos para a aplicacéo pratica de potenciais agentes de controle
biol6gico (SCHNIDER-KEEL et al., 2001).

Auséncias de correlacdes entre testes de inibicdo in vitro e desempenho de
agentes de biocontrole em condi¢cées de campo tém sido relatadas em muitos
trabalhos. Burr et al. (1996) ndo encontraram correlacdo entre a capacidade in
vitro de produzir antibidticos de bactérias e leveduras contra Venturia inaequalis
com a eficicia destes microrganismos no biocontrole da sarna de macieira, em
casa-de-vegetacdo. Provavelmente as variagbes nas condicdes ambientais da
estufa afetaram a sobrevivéncia e atividade biologica dos agentes de biocontrole.
De igual modo, Milus e Rothrock (1996) notaram que estirpes bacterianas com
maior producdo de antibidticos ndo demonstraram eficacia em campo contra a
podriddo de raiz do trigo causada por Pythium spp.

O insucesso do biocontrole sob condicfes mais proximas as de campo pode
ser explicado pela dificuldade natural em se controlar as variaveis e por falhas na
selecdo dos antagonistas. Carrer Filho (2002), selecionando agentes de
biocontrole para doencas do tomateiro, encontrou microrganismos com grande
potencial de biocontrole, tanto in vitro quanto em casa de vegetacdo, contra
Phytophthora infestans, mas estes foram, entretanto, incapazes de interromper
surtos da doenca provocada pelo patégeno quando aplicados em condi¢cdes de
campo.

Uma série de fatores ambientais, como, umidade, radia¢des, temperatura,
entre outros, e, sobretudo, a dinAmica entre estes fatores, podem comprometer a
eficiéncia dos agentes de biocontrole, afetando sua capacidade de sobrevivéncia.
Sleesman e Leben (1976), investigando bactérias antagonistas a Bipolaris maydis
em milho, verificaram que 96 a 99% das células de um isolado capaz de reduzir
em 86 a 100% o numero de lesdes foliares em condi¢des ideais de ambiente
controlado, ndo eram capazes de sobreviver apos uma hora sobre condi¢des de

baixa umidade.
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Niveis inconstantes de controle das doencas podem ser explicados devido a
menor adaptacao dos agentes de biocontrole introduzidos no solo, cuja atividade
e sobrevivéncia ndo podem ser comparaveis a da miriade de patdogenos bem
adaptados a ele. Diante desta situacdo, alguns trabalhos tém dado uma maior
énfase na manipulacdo do sistema de cultivo para gerenciar microrganismos
benéficos residentes da rizosfera como um meio de suprimir fitopatbgenos no
solo. Uma das estratégias empregadas € o cultivo de espécies de plantas
especificas ou a aplicacdo de alteracbes no solo, visando aumentar de forma
seletiva as comunidades rizobacterianas supressoras da doenca (MAZZOLA,
2007).

Diferentes espécies de plantas de cobertura influenciam os componentes
microbianos de forma distinta, ndo somente pelo conteddo nutricional e
quantidade de residuos que fornecem, mas pela liberacdo de compostos
orgéanicos por meio do sistema radicular. Os exsudatos radiculares sao utilizados
pelos microrganismos para aumento de sua diversidade, nUmero e atividade na
rizosfera, servindo como fonte energética e nutricional para estes. Assim,
constituem uma das maiores fontes de substrato para a biomassa microbiana do
solo (BALOTA; AULER, 2011).

Postma et al. (2008), estudando a supressividade dos solos e sua correlacao
com a microbiota em sistemas agricolas organicos, observaram que o plantio de
capim-trevo, durante o periodo de um ano, sobre campos araveis estimulou a
supressdo de Rhizoctonia solani, um fungo patogénico causador de podriddo da
raiz e tombamento de beterraba. Com a identificacdo da composicdo microbiana
dos isolados inibidores foi possivel reconhecer a presenca de antagonistas dos
géneros Streptomyces, Lysobacter e Pseudomonas. O género Lysobacter, em
especial, foi visivelmente estimulado pelo crescimento do capim-trevo.

Mazzola e Gu (2000) avaliaram o impacto de cultivares de trigo na
composicdo da comunidade microbiana e crescimento de macieiras em solos de
pomares de replantagéo. Os resultados dos estudos demonstraram que o uso da
cultivar Penewawa como pré-plantio, antes da renovacdo do pomar de macieira,
pode reduzir a infeccdo da raiz por Pythium spp. e Rhizoctonia spp., melhorando
0 crescimento de macieiras em solos de replantio. A redugdo da incidéncia da
infeccdo causada por estes fungos em resposta ao cultivo do solo com esta

cultivar de trigo foi associada com mudancas na composi¢cdo das populacdes de
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pseudomonas fluorescentes nos solos do pomar com favorecimento de P. putida,
um forte antagonista destes fungos.

Um meio de investigar qual espécie mais estimula a atividade biologica dos
antagonistas é verificando a atividade destes em solo cultivado com algum
vegetal. Esta verificacdo pode ser realizada a partir da analise do quociente
metabolico, obtido a partir da estimativa do carbono da biomassa microbiana do
solo e da respiracdo microbiana (SAVIOZZI et al., 2002). A atividades enzimatica
do solo, tais como as das enzimas fosfatases, desidrogenases e arilsulfatases,
podem ainda fornecer informacdes indiretas sobre a atividade microbiana, visto
gue organismos metabolicamente ativos produzirdo uma maior quantidade de
enzimas (ANDRADE; SILVEIRA, 2004).

A biomassa microbiana corresponde a parcela viva da matéria organica,
formada por fungos, bactérias e elementos da microfauna que contribuem para
diversas fungdes essenciais do solo como a ciclagem de nutrientes,
decomposicdo da matéria organica (D’ ANDREA et al., 2002), além de
promoverem o controle bioldgico (ARAUJO; MONTEIRO, 2007). Esta biomassa
atua como um indicador de qualidade do solo uma vez que 0S microrganismos
respondem rapidamente a alteracdes na qualidade do solo superando os
indicadores quimicos e fisicos (D’ ANDREA et al., 2002).

Os métodos do cloroférmio-fumigacao-incubacdo (CFl) e cloroférmio-
fumigacao-extragdo (CFE) sdo os mais empregados para determinar a biomassa
microbiana do solo e baseiam-se na esterilizacdo de uma parcela das amostras
de solo pela fumigacdo por cloroférmio. O dimensionamento da biomassa no
método CFI é realizado com base no fluxo de CO, emitido de amostras do solo
fumigadas e ndo fumigadas apd6s 10 dias de incubacdo. Nas amostras nédo
fumigadas este fluxo corresponde a respiracdo basal do solo e nas amostras
fumigadas, a decomposicdo da biomassa morta pelos microrganismos que
restaram. Na técnica CFE, o dimensionamento € realizado pela extracdo e
estimativa do carbono organico de amostras ndao fumigadas e fumigadas (REIS
JUNIOR; MENDES, 2007). Afim de eliminar os microrganismos, a fumigacéo
pode ser ainda substituida pela radiacdo de micro-ondas (FERREIRA et al.,
1999).

Embora represente um importante parametro para medir a qualidade do

solo, a biomassa microbiana ndo pode informar sobre atividade biolégica dos
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microrganismos antagonistas, posto que podem existir grandes quantidades
destes no solo na forma inativa. S&o, portanto, necesséarios indicadores que
mensurem a atividade microbiana ou a condicdo metabdlica das comunidades
que ali residem (MENDES; REIS JUNIOR, 2004). Um parametro antigo utilizado
para medir a atividade dos microrganismos € a respiracdo. Neste processo,
microrganismos do solo ditos aerdbicos oxidam a matéria organica utilizando o
oxigénio como aceptor final de elétrons, gerando CO,. Estima-se a respiracao
tanto pelo consumo de O, como pela liberacdo de CO, (MOREIRA; SIQUEIRA,
2002), porém a medicdo do CO; evoluido é mais sensivel uma vez que na
atmosfera este gas encontra-se bem menos concentrado que o oxigénio
(ARAUJO et al., 2003). O método do CFl também pode ser utilizado para
determinar a taxa de respira¢éo microbiana (REIS JUNIOR; MENDES, 2007).

A taxa respiratoria € bastante variavel conforme as modificagbes na
umidade, temperatura e disponibilidade de nutrientes no solo, sendo necessério
gue haja uma padronizacdo das amostras afim de que os dados gerados sejam
mais confiaveis (ARAUJO et al., 2003). Diante disto, a combinacdo das duas
medidas, ou seja, biomassa e respiracdo, tem sido empregada fornecendo um
indicador mais sensivel para mensuracdo da atividade bioldgica. Este indicador,
denominado quociente metabdlico (qCO,), correspondente a quantidade de CO,
emitida por unidade de biomassa (SAVIOZZI et al., 2002).
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RESUMO

SANTOS, L. O. Atividade de rizobactérias antagonistas a Fusarium oxysporum
f. sp. passiflorae em solos cultivados com milho, sorgo e milheto. Cruz das
Almas, 2016. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia Agricola). Universidade
Federal do Recbncavo da Bahia.

Uma das principais doencas que acometem o0 maracujazeiro na regiao Nordeste
do Brasil é a fusariose, provocada pelo Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae
(Fop). Esta doenca leva a morte irremediavel das plantas ocasionando grande
perda econdmica. As rizobactérias vém demonstrando o seu potencial como
agentes de biocontrole in vitro, porém sdo necesséarios méetodos que garantam a
atividade destes microrganismos em campo, uma vez que nem sempre o controle
€ obtido sob estas condicBes. O efeito dos exsudatos radiculares na atividade
microbiana é um mecanismo bem relatado e varia conforme a espécie da planta,
diante disto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade de rizobactérias
antagonistas a Fop em solos cultivados com milho, sorgo e milheto, em casa de
vegetacdo. Para isto, rizobactérias foram isoladas do solo rizosférico de
maracujazeiros e testadas quanto ao potencial de inibicdo de Fop pela producéo
de compostos volateis, difusiveis e quitinases in vitro. Entre as rizobactérias
testadas, 26,95% demonstraram atividade antagonista apresentando pelo menos
um dos mecanismos de acdo testados. Dos antagonistas positivos, dois
produziram compostos volateis, 21 produziram compostos difusiveis, 32
produziram quitinases e oito produziram pelo menos duas destas substancias.
Com os isolados que apresentaram pelo menos dois mecanismos de agéo contra
Fop foi realizado um teste de antibiose reciproca e um teste de crescimento em
ampla faixa de pH. Verificou-se pelo teste de antibiose reciproca a
incompatibilidade entre o isolado 76 e os demais, exceto o isolado 77, e deste
com o isolado 89. Com o teste de pH foi constatado que todos isolados cresciam
em uma ampla faixa de pH, variando de 5,0 a 7,0, ao terceiro dia de incubacao.
As seguintes combinagfes de rizobactérias: 1) R76 + R77; 2) R77 + R97 + R116
e 3) R77 + R95 + R104 + R120, foram aplicadas em solos cultivados com milho,
sorgo e milheto, além do pousio, em casa de vegetacao, para determinacao do
carbono da biomassa microbiana (CBM), respiracdo basal do solo (RBS) e
guociente metabolico (qCO,), apds 47 e 63 dias da aplicacdo das rizobactérias, e
para determinacdo da atividade da enzima fosfatase &cida apdés 63 dias da
aplicacdo das mesmas. Houve diferenca significativa entre as espécies cultivadas,
pelo teste de Tukey (p<0,05), no que diz respeito aos teores de CBM, RBS, qCO,
e atividade de fosfatase acida apenas na segunda época de amostragem, aos 63
dias. A interacdo entre espécies cultivadas e combinacdes de rizobactérias,
conforme analise de variancia, foi significativa (p<0,05) apenas para o atributo
gCO,, cujos valores tendem a ser superiores sob a cultura do milheto na
combinacdo 3. A maior atividade da fosfatase acida também foi obtida com a
cultura do milheto. O quociente metabdlico e a atividade da fosfatase acida foram
0s parametros biologicos utilizados para determinar a cultura do milheto como a
gue proporcionou maior atividade dos antagonistas no solo.

Palavras-chave: atividade microbiana, milheto, controle bioldgico.



48

ABSTRACT

SANTOS, L. O. Activity of rhizobacterial antagonists to Fusarium oxysporum f.
sp. passiflorae in soils cultivated with maize, sorghum and millet. Cruz das
Almas, 2016. Dissertation (Master of Agricultural Microbiology). Federal University
of Bahia Reconcavo.

One of the main diseases affecting the passionflower in northeastern Brazil is
fusarium wilt, caused by Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae (Fop). This
disease leads to irreversible death of the plants causing great economic loss. The
rhizobacteria have demonstrated their potential as in vitro biocontrol agents, but
methods are needed to ensure the activity of these microorganisms in the field,
since not always control is obtained under these conditions. The effect of root
exudates on soil microbial activity is a well reported mechanism and varies
according to the species of the plant, on this, the objective of this study was to
evaluate the activity of rhizobacterial antagonists to Fop in soils cultivated with
maize, sorghum and pearl millet, in the greenhouse. For this, rhizobacteria were
isolated from the rhizosphere of passion fruit and tested for potential inhibition of
Fop by production of volatile compounds, diffusible and chitinase in vitro. Among
the tested rhizobacteria, 26.95% demonstrated antagonist activity presented at
least one of the tested mechanisms of action. Of the antagonists tested, two
produced volatiles compounds, 21 produced diffusible compounds, 32 produced
chitinases and eight produced at least two of these substances. With isolates that
have at least two mechanisms of action against Fop was performed a reciprocal
antibiosis growth test and a test in a wide pH range. It was verified by mutual
antibiosis test the incompatibility between isolated 76 and the others, except the
isolated 77, and of this with isolated 89. In the pH test revealed that all isolates
grew in a wide pH range, ranging from 5.0 to 7.0 on the third day of incubation.
The following combinations of rhizobacteria: 1) R76 + R77; 2) R77 + R97 + R116
and 3) R77 + R95 + R104 + R120 were applied to soils cultivated with maize,
sorghum and millet, plus the fallow, in the greenhouse, to determine the microbial
biomass carbon (MBC), basal soil respiration (BSR) and metabolic quotient
(qCO,), after 47 and 63 days from the application of rhizobacteria, and
determination of the enzyme acid phosphatase activity after 63 days of the
application of the same. There was a significant difference between the cultivated
species by Tukey test (p <0.05), with regard to MBC levels, RBS, qCO, and acid
phosphatase activity only in second time of sampling, to 63 days. The interaction
between the cultivated species and combinations rhizobacteria, as variance
analysis, was significant (p <0.05) only for qCO,, attribute, whose values tend to be
higher under millet cultivation in combination 3. The higher acid phosphatase
activity was also obtained with the millet crop. The metabolic quotient and acid
phosphatase activity were the biological parameters used to determine the millet
culture such as that provided greater activity of the antagonists in the soil.

Keywords: microbial activity, millet, biological control.
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INTRODUCAO

A cultura do maracujazeiro destaca-se no setor agricola brasileiro em
virtude das suas caracteristicas nutricionais e farmaco-terapéuticas, alta
produtividade e receptividade do suco no mercado interno, além de boa
perspectiva de exportagao para mercados estrangeiros como o0 norte-americano,
canadense € japonés (LIMA, 2002). Embora a cultura desempenhe um importante
papel social no pais, sendo cultivada sobretudo em pequenas propriedades e
contribuindo para fixacdo da mao de obra rural, esta vem apresentando um
carater intinerante em razdo das diversas doengas ocorrentes nas regides
produtoras (MELETTI et al., 2011).

Na regido Nordeste do Brasil, a fusariose € uma das principais doengas
que acomete o maracujazeiro, levando a enormes perdas por provocar a morte
das plantas e reduzir o periodo de produgao da cultura nas areas infectadas. Nao
existe controle curativo para a doenga, sendo os defensivos ineficientes, uma vez
que o sistema radicular do maracujazeiro ja4 se encontra bastante danificado
quando os primeiros sintomas da doencga sao visiveis. Portanto, as estratégias de
controle da doencga estdo baseadas em medidas preventivas, como na escolha de
areas sem historico de fusariose para a realizacdo dos cultivos, aquisicdo de
mudas e sementes sadias e o desenvolvimento de linhagens resistentes do
maracuja-amarelo (VIANA, 2003).

A introdugao periodica de agentes de biocontrole tem sido empregada de
forma comercial em varios sistemas de cultivo em diversos paises, estimando-se
que 25% da area mundial sob esta forma de controle esteja localizada na América
Latina (VAN LENTEREN; BUENO, 2003). Quando aliado a outros métodos de
controle, o controle biolégico se mostra como um instrumento util em programas
de manejo integrado de doengas, possibilitando a redugao dos custos de producao
e apresentando um menor impacto ao meio ambiente (SILVA et al., 2004). Bons
resultados no controle da fusariose tém sido observados com o uso de
rizobactérias devido a producdo de compostos difusiveis, volateis ou quitinases
por estes microrganismos (FAHEEM et al., 2015; HARIPRASAD et al., 2011).

A deteccdo da producao de compostos antimicrobianos e enzimas

comumente constitui uma etapa necessaria para selegdo de um agente de
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biocontrole (FAHEEM et al., 2015). Embora testes in vitro sejam importantes, uma
série de fatores, bidticos e abidticos, inerentes ao sistema solo, podem levar a
baixa sobrevivéncia dos agentes quando dispostos no meio ambiente
(SCHNIDER-KEEL et al., 2001). O conhecimento das condi¢gdes que afetam o seu
desempenho em campo bem como a adogao de praticas que favorecam a sua
permanéncia e atividade no solo sdo, portanto, de extrema importancia na
otimizagao de um programa de biocontrole (LUMSDEN; LOCKE, 1989).

As praticas agricolas, como o cultivo consorciado, podem favorecer a
atividade de agentes de biocontrole pela formagdo de um nicho 6timo para estes
microrganismos e desfavoravel para os fitopatdgenos (PEREIRA; PINHEIRO,
2012). Este efeito € ocasionado em virtude da exsudagdao de compostos pelas
plantas que atraem os microrganismos pela modificagdo no ambiente quimico ou
por proverem nutrientes necessarios ao seu crescimento (MONTEIRO et al.,
2012). Culturas de monocotileddneas utilizadas na alimentagdo animal, podem
estimular a atividade de antagonistas introduzidos constituindo ainda uma fonte de
renda extra ao produtor. Deste modo, vislumbrando uma futura integracdo de
meétodos de controle (cultural e biolégico) para reduzir as perdas provocadas pela
fusariose o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade de rizobactérias
antagonistas a Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae em solos cultivados com

milho, sorgo e milheto, em casa de vegetacgao.
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MATERIAL E METODOS

1. Coleta do solo da zona rizosférico

A coleta do solo rizosférico de maracujazeiros (Passiflora edulis fv.
flavicarpa) foi realizada nos municipios de Dom Basilio (13°45’36”'S; 41°46’15”W),
Livramento de Nossa Senhora (13°38'34”S; 41°50’27’'W) e Rio de Contas
(13°34°44”S; 41°48'39”W), localizados no estado da Bahia, em areas com
histérico de fusariose. Foram escolhidos trés locais de coleta por municipio, onde
foram coletadas quatro amostras por area compondo uma amostra composta.
Para a coleta das amostras foi aberta uma pequena trincheira, com auxilio de
uma pa, rente as raizes de maracujazeiros com bom aspecto fitossanitario. As
amostras foram conservadas em sacos plasticos e transportadas para o
Laboratorio de Microbiologia do Solo e Residuos Organicos, da Embrapa

Mandioca e Fruticultura.

2. Isolamento e preservacao das rizobactérias de maracujazeiro

Para o isolamento das rizobactérias, de cada amostra coletada foram
pesados 10 g de solo e transferidos para erlenmeyers contendo 90 mL de solucdo
salina esterilizada (NaCl 0,85 %), adicionando-se duas gotas de Tween 80. As
amostras foram mantidas sob agitacdo continua por 30 minutos em temperatura
ambiente. Posteriormente, com as suspensdes de solo obtidas procedeu-se a
diluicdo seriada no fator 10, até a diluicdo 10°. Foram adicionadas aliquotas de
100 pl das trés ultimas diluicbes seriadas em placas de Petri, em triplicata,
contendo meio Agar Nutriente (NA), e espalhadas com auxilio de uma alca de
Drigalsky. Em seguida, as placas foram incubadas a 28 °C por 48 h. Colonias
individualizadas foram coletadas e transferidas para tubos de ensaio contendo
meio NA. A preservacao das rizobactérias foi realizada adicionando-se aos tubos,
apos 24 h de crescimento das rizobactérias, 2 mL de meio NBY (SCHAAD, 1998)
contendo glicerina (15 %) e agitando em seguida. A suspensao foi entédo

transferida para tubos criogénicos que foram armazenados a - 80 °C.
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3. Selecdo in vitro de rizobactérias antagonistas a Fusarium oxysporum f.
sp. passiflorae

Um total de 167 isolados rizobacterianos foram testados in vitro para
deteccdo da producdo de compostos difusiveis e volateis inibidores do
crescimento de Fop, e quitinases. O isolado fitopatogénico utilizado nos testes foi
o isolado mitosporico 05 de Fop cedido pelo Laboratério de Fitopatologia da
Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz das Almas - BA.

As rizobactérias que obtiveram resultado positivo em pelo menos dois
testes, ou seja, oito isolados, posteriormente foram selecionadas e submetidas a
ensaios de antibiose reciproca e de crescimento em diferentes valores de pH.

3.1. Deteccao da producdo de compostos difusiveis

Para o teste de compostos difusiveis, discos de micélio do patégeno de 1,0
cm de diametro foram transferidos para placas de Petri contendo meio Batata
Dextrose Agar (BDA) e incubados a temperatura ambiente. ApGs 48 horas,
isolados distintos de rizobactérias foram semeados em posi¢des equidistantes do
centro da placa e incubados a 28 °C por sete dias. O controle consistiu de placas
sem 0s antagonistas. A presenca de um halo de inibicdo do crescimento micelial
fungico, procedendo-se trés repeticdes de cada isolado para confirmagcdo do

antagonismo, foi critério de selecéo da rizobactéria (OLIVEIRA, 2009).

3.2. Deteccao da producédo de compostos volateis

A producdo de compostos volateis pelos antagonistas foi verificada pelo
método baseado em Bharat et al. (1980), que consiste em utilizar placas
sobrepostas, espalhando-se 100 yL de cada suspensao bacteriana sobre o meio
NA em placa de Petri, de forma a produzir uma camada de células na superficie
do meio. ApOs o crescimento das bactérias a 28 °C, um disco do micélio do
patogeno com 7 mm de diametro foi depositado sobre o meio no fundo de outra
placa contendo meio BDA. As tampas foram removidas e as duas placas unidas e
seladas com filme de PVC. O ensaio foi realizado em duplicata e placas contendo
apenas o Fop compuseram o controle. As placas foram incubadas a 25 °C, até
gue o micélio do fungo na placa controle atingisse o crescimento maximo. Foram
considerados apenas o0s isolados rizobacterianos que reduziram a area de

crescimento micelial do patégeno nas duas placas.
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3.3. Deteccéao da producéao de quitinases

Para deteccdo da producédo de quitinase, foi empregada a metodologia
adaptada de Renwick et al. (1991), onde os antagonistas sdo multiplicados em
meio de Sais Minerais Agar (TUITE, 1969), suplementado com quitina coloidal,
como Uunica fonte de carbono. Para isto, isolados rizobacterianos foram
depositados em pontos distintos da superficie do meio de cada placa e estas
foram incubadas a 28 °C durante 10 dias, sendo utilizadas trés repeticdes para
cada tratamento. Ap0s o periodo de incubacado, foi analisada a producdo de
quitinase constatada pela observagcdo de um halo transparente embaixo da

colonia contrastando com o restante do meio com aspecto leitoso.

3.4. Teste de antibiose reciproca

Para o ensaio de antibiose reciproca o teste utlizado foi o da dupla
camada, adaptado de Romeiro (2007), onde os isolados foram repicados em
placas de Petri com meio NA, em sete pontos equidistantes, e incubadas por 24
horas a 28 °C. ApOs o crescimento rizobacteriano, 1 mL de cloroférmio foi
adicionado na superficie interna da tampa de cada placa com as mesmas
invertidas. Aguardou-se 20 min para que as colbnias do antagonista fossem
mortas. Em seguida, as placas foram entreabertas em ambiente asséptico
durante 30 minutos para que os residuos de cloroférmio fossem eliminados. A
cada placa, foi adicionado 5,0 mL de meio NA semi-sélido com 0,1 mL de
suspensao aquosa de células do isolado, homogeneizando em seguida. Estas
placas foram incubadas a 28 °C e examinadas apoés 1, 2 e 5 dias para verificacdo

da presenca de halos de inibicéo.

3.5. Crescimento em diferentes valores de pH

A avaliagdo do crescimento dos isolados rizobacterianos em diferentes
niveis de pH foi realizada em placas de Petri contendo meio NA com valores de
pH ajustados em 5,0; 5,5; 6,0 e 6,5. Como testemunha os isolados foram
cultivados no mesmo meio com pH ajustado para 7,0. Para ajuste dos valores de
pH abaixo de 7,0 utilizou-se HCI (1,0%). As placas foram incubadas em camara
de crescimento a 28 °C durante 7 dias, sendo observado diariamente o
crescimento das rizobactérias. Foram consideradas crescidas bactérias que

dobraram o diametro de sua colbnia.
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4. Atividade microbiana em solo cultivado com monocotileddneas

A atividade de sete rizobactérias, que apresentaram o melhor desempenho
nos ensaios anteriores, foi verificada, em combinacdo de isolados, sob solos
cultivados com as monocotiledéneas: milho, milheto e sorgo e em solos sem
cultivo (pousio). O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo da Embrapa
Mandioca e Fruticultura, localizada no municipio de Cruz das Almas — BA.

4.1. Preparo das mudas de monocotiledéneas

Para a producdo das mudas foram utilizadas sementes de milho (Zea
mays), sorgo (Sorghum bicolor) e milheto (Pennisetum glaucum) adquiridas em
horto. As culturas de monocotiledéneas foram semeadas em bandejas com solo
esterilizado pelo periodo de trinta dias em casa de vegetacao e regadas, todos os

dias, com 4gua destilada e autoclavada.

4.2. Tratamento das mudas com rizobactérias e montagem do experimento

As suspensdes rizobacterianas para o tratamento das mudas foram
realizadas a partir da repicagem das rizobactérias selecionadas para placas de
Petri contendo meio NA, as quais foram mantidas em camara de crescimento a 25
°C por 24h. Apds este periodo, em cada placa, foi acrescentada agua destilada e
a camada de células bacterianas foi removida com auxilio da alca de Drigalsky,
para formacdo das suspensées que foram ajustadas a uma concentracéo de 10°
ufc mL™ no espectrofotdmetro 540 nm.

Trinta dias apds o semeio, no momento do transplantio para 0os vasos
definitivos, foram aplicados, em cada vaso, 100 mL da suspensdo dos
antagonistas, em combinacdo. Apds o transplantio, as mudas foram regadas em
dias alternados com agua destilada e autoclavada (200 mL por vaso).

Para a escolha das combinagdes ou mix de rizobactérias a serem testados
foram estabelecidos os seguintes pré-requisitos: a) todos isolados dentro de cada
combinacgao deveriam apresentar pelo menos dois mecanismos de antagonismo;
b) toda combinacg&o deveria possuir pelo menos um isolado apresentando os trés
mecanismos; c¢) os isolados dentro de cada combinacdo ndo poderiam inibir
gualguer um deles e d) todos deveriam crescer em ampla faixa de pH (5,0 - 7,0)
até o terceiro dia de incubagéo. Assim foram testadas as seguintes combinagodes:
1) R76 + R77; 2) R77 + R97 + R116; 3) R77 + R95 + R104 + R120.
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O experimento foi instalado no delineamento inteiramente casualizado em
esquema fatorial 4 x 3, trés culturas (milheto, milho, sorgo) mais o controle (sem
cultivo) e trés combinacBes de rizobactérias, com 6 repeticdes, totalizando 72
parcelas experimentais. Vasos contendo apenas solo e que receberam a
suspensédo de rizobactérias compuseram o controle. Cada parcela experimental

foi composta por um vaso com uma planta.

4.3. Coleta e padronizacédo das amostras de solo

Foram coletadas amostras na profundidade de 0 - 10 cm préximo as raizes
em duas épocas distintas, aos 47 e aos 63 dias apdés a aplicacdo das
rizobactérias, e avaliados os seguintes atributos biol6gicos do solo: carbono da
biomassa microbiana do solo (CBM), respiracdo basal do solo (RBS), quociente
metabdlico (qCO2) e atividade da enzima fosfatase acida. Esta dltima analisada
somente na segunda época de amostragem (aos 63 dias). Antes das analises as
amostras foram peneiradas, umedecidas e pré-incubadas a 25 °C na BOD por

dois dias.

4.4. Avaliacdo dos atributos biologicos

As analises dos atributos bioldgicos foram realizadas no Laboratério de
Microbiologia do Solo e Residuos Organicos da Embrapa Mandioca e Fruticultura,
localizada em Cruz das Almas — Bahia.

Para todas as analises os resultados foram representados com base no
peso do solo seco. Para isto, foi determinada a umidade de cada amostra de solo
e descontada nos calculos. Esta foi determinada em porcentagem pela diferenca
entre o peso de 10 g de solo de cada amostra, antes e apds a secagem na estufa

a temperatura de 100 °C por 24 horas.

4.4.1. Carbono da biomassa microbiana

O carbono da biomassa microbiana (CBM) foi avaliado pelo método de
irradiacdo-extracao descrito por Ferreira (1999). De cada amostra foram retiradas
duas subamostras de 20 g de solo, sendo uma delas irradiada. Em seguida,
adicionou-se a cada subamostra 50 ml da solucédo extratora (K2SO4 0,5 mol L),
com pH ajustado para 6,5, e procedeu-se a extracdo em agitador com movimento

circular horizontal a 220 rpm por 60 minutos, permitindo a decantacdo por mais
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120 minutos. A quantificagdo do carbono foi efetuada por meio da oxidag&o deste
pelo permanganato de potassio, utilizando-se o método colorimétrico (BARTLETT;
ROSS, 1988). Para isto, foi retirada uma aliquota de 5,0 ml do sobrenadante e
transferida para frascos, onde foram adicionados 2,5 mL da solugéo de trabalho e
2,5 mL de acido sulfarico concentrado, nesta ordem. As leituras de absorbancia
das amostras e da curva padrao foram realizadas em espectrofotbmetro utilizando
o comprimento de ondas de 490 nm. O calculo do carbono da biomassa
microbiana se deu pela diferenca da concentracéo de carbono (mg C kg™ de solo)
nas amostras irradiadas e nao irradiadas, e o resultado foi dividido pelo fator de
corregcdo proposto por Sparling e West (1988) equivalente a 0,33. Utilizou-se a

formula:

y | — NI
CBM (mg C kg 'solo) = Ko

em que | é quantidade de C (mg kg™) recuperada no extrato da amostra irradiada;
NI € a quantidade de C recuperada no extrato da amostra ndo irradiada e Kc é o

fator de correcao.

4.4.2. Respiracao basal do solo

A respiracdo basal do solo (RBS) foi determinada com base nos
procedimentos propostos por Jenkinson e Powlson (1976). Amostras de solo de
100 g foram depositadas em frascos hermeticamente fechados com capacidade
para 1L contendo um tubo falcon com 30 mL de NaOH a 0,5 mol L?, para
captacdo do CO; oriundo da respiracao microbiana do solo. Apés um periodo de
10 dias de incubacdo em BOD a 25 °C, retirou-se 10 ml da solucéo e
acrescentou-se 2 ml de BaCl (0,5 mol L™) para precipitacdo do carbono. O
excesso de NaOH foi titulado com HCl a 0,25 mol L™ apés a adicdo do indicador
(fenolftaleina a 1%) (ANDERSON; INGRAM, 1993). A umidade das amostras
incubadas foi mantida tal como a do campo e os resultados foram calculados por

meio da férmula:

(Vb-Va).M. 6. (V1/V2). 1000)
Ps

T

RBS (mg C-CO, kg 'solo h™") = (
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em que Vb é o volume de HCI gasto na titulacdo do branco; Va é o volume de HCI
gasto na titulagdo da amostra; M € a concentracao do HCI (Molar); V1 € o volume
total de NaOH; V2 é o volume de NaOH usado na titulacdo; Ps é o peso do solo

seco e T € o tempo de incubacdo em horas.

4.4.3. Quociente metabdlico
O quociente metabolico (qCO,) foi calculado pela razdo entre a respiragdo
basal e o carbono da biomassa microbiana (ANDERSON; DOMSCH, 1993),

sendo expresso em mg C-CO, kg™ CBM h, conforme a férmula:

RBS (mg C-CO, kg'1 solo h'1)
CBM (mgC kg'1 solo)

qCO, (mg C-CO, kg'CBM h™') =

4.4.4. Atividade da enzima fosfatase acida

A determinacdo da atividade da enzima fosfatase acida foi baseada do
método de Tabatabai e Bremner (1969) empregando-se a adaptacao proposta por
Verchot e Borelli (2005), ao n&o utilizar tolueno para inibir a atividade microbiana
no processo de analise. Com auxilio de um dosador de amostra de solo foi
cachimbado o equivalente a 2,5 cm® de solo em tubo falcon e adicionado 1 mL da
solucéo de p-nitrofenil fosfato e 14 mL de tampéo acetato pH 6,5, procedendo-se
a incubacéo por 1 hora em BOD a 37 °C. Apés este periodo, adicionou-se 3 mL
CaCl, (0,5 mol L), com a objetivo de interromper a atividade enzimética, e 12 mL
de NaOH (0,5 mol L™) para extrair o p-nitrofenol liberado, realizando, em seguida,
a filtragem em papel filtro. A prova em branco foi produzida seguindo os passos
anteriores, porém acrescentando a solucdo de p-nitrofenil fosfato apds a
incubacédo. A atividade da fosfatase foi obtida pela quantificacdo espectrométrica
a 400 nm do p-nitrofenol liberado na mistura filtrada. O célculo para obtencdo do
p-nitrofenol por cm?® referiu-se a curva de calibracdo e foi realizado por meio da

formula;

(cxD)+((CxD)xU))
T

p-nitrofenol (ug cm® solo h') =
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em que C é a concentragéo de p-nitrofenol medido ajustado com a curva (pg.mL™
de filtrado); D é a diluicdo (Extrator/ volume do solo em cm®); U é a umidade do

solo em porcentagem e T € o tempo em hora (1h).

4.4.5. Analise estatistica

Para cada uma das avaliacdes, os dados foram submetidos ao teste F da
analise de variancia. As médias das culturas e das combinacdes foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia. As analises estatisticas

foram realizadas com auxilio do programa estatistico Sisvar (FERREIRA, 2014).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de 167 isolados foram obtidos, dos quais 45 isolados
apresentaram pelo menos um mecanismo de acdo contra Fusarium oxysporum f.
sp. passiflorae (Fop) in vitro, demostrando potencial para serem utilizados como
antagonistas no controle biolégico da fusariose do maracujazeiro. A producédo de
compostos difusiveis foi constatada em 21 isolados (Tabela 1). A liberacdo destas
substancias € uma caracteristica vantajosa em um agente de controle bioldgico,
pois estes compostos podem difundir-se rapidamente na natureza, dispensando o
contato direto entre o0 antagonista e o patégeno (GOUDJAL et al., 2014). Estudos
de selecdo massal séo relevantes uma vez que resultados positivos in vitro

podem ser refletidos no biocontrole da doenca (FAHEEM et al., 2015).

Tabela 1. Isolados produtores de compostos difusiveis, volateis e quitinases.

Isolados Compostos Compostos Quitinases Isolados Compostos Compostos Quitinases

difusiveis volateis Difusiveis volateis

R2 - - + R86 + - -
R3 - - + R89 + - +
R4 - - + R90 - - +
R6 - - + R94 + - -
R8 - - + R95 + - +
R11 - - + R96 + - -
R12 - - + R97 + - +
R13 - - + R98 - - +
R14 - - + R102 + - -
R19 - - + R103 + - -
R20 - - + R104 + - +
R23 - - + R116 + - +
R30 - - + R117 + - -
R38 - - + R119 + - -
R41 - - + R120 + - +
R56 - - + R127 + - -
R64 - - + R134 + - -
R75 + - - R148 - - +
R76 + + + R149 - - +
R77 + + + R150 - - +
R78 + - - R151 + - -
R80 - - + R152 + - -
R82 - - +

*(-) sem producéo; (+) producao.
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A produgéo da enzima quitinase foi verificada em 32 isolados (Tabela 1). A
quitina é polissacarideo componente estrutural da parede celular da maioria dos
fungos. Microrganismos produtores de quitinases sdo capazes de degradar a
quitina ocasionando a lise das células fangicas e, portanto, configuram-se como
potenciais canditados para o biocontrole de fitopatogenos (FAHEEM et al., 2015).
Rizobactérias quitinoliticas tém sido apontadas suprimindo F. oxysporum tanto in
vitro quanto em casa de vegetacdo (HARIPRASAD et al., 2011).

Dois isolados foram capazes de inibir o crescimento micelial de Fop pela
producdo de compostos volateis (Tabela 1). A producéo de compostos volateis é
importante pelo fato de tais compostos alcancarem o patégeno alvo tanto em
curtas quanto em longas distancias levando a sua inibicdo (YUAN et al., 2012).
Rizobactérias produtoras de compostos volateis foram relatadas inibindo o
crescimento micelial de Fusarium fujikuroi, pela liberacdo de alcoois, alcanos,
hidrocarbonetos aromaticos, sulfuretos, cetonas, ésteres e alcenos (BOUKAEW et
al., 2013).

O teste de antibiose reciproca foi realizado com os isolados de n°® 76, 77,
89, 95, 97, 104, 116 e 120, por apresentarem pelo menos dois mecanismos de
acdo antagonista, e determinou a compatibilidade entre estas rizobactérias.
Observou-se que o isolado R76 inibiu o crescimento de todos os demais isolados,
exceto o isolado R77, que por sua vez inibiu somente o isolado R89 (Tabela 2).
As demais rizobactérias ndo foram sensiveis entre si, possibilitando a formacéo
de combinados de isolados sem qualquer restricdo. O interesse no uso de
combinacBes de agentes de biocontrole deve-se a possibilidade de beneficios
como: maior numero de mecanismos supressores de patdgenos, melhor
colonizacdo da planta, maior adaptacdo as mudancas ambientais que possam
ocorrer durante o periodo de crescimento e protecdo contra uma vasta gama de
agentes patogénicos (RAUPACH; KLOEPPER, 1998).

Empregar diferentes microrganismos e mecanismos de acdo pode resultar
em uma atividade de biocontrole superior a alcancada pelo uso individual deles. E
0 que demonstrou o trabalho de Raupach e Kloepper (1998), onde trés isolados
rizobacterianos foram testados isoladamente e em combinagdes para o controle
de doencas do pepino, sendo observada uma maior supressao das doencas com
a utilizacdo de combinagbes de rizobactérias. Provavelmente este efeito é

alcancado pela conciliagdo de diferentes mecanismos de acdo acionados por
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cada uma das rizobactérias. Sung e Chung (1997) também observaram efeito
sinérgico com maior controle de Rhizoctonia solani ao combinar isolados

produtores de quitinase com isolados produtores de antibioticos.

Tabela 2. Compatibilidade entre os isolados rizobacterianos que apresentaram

pelo menos dois mecanismos de acao contra Fop.

Isolados Isolados inibidores
inibidos  R76 R77 R89 R95 R97 R104  R116  R120
R76 - - - - - - -
R77 - - - - - - -
R89
R95
R97
R104
R116
R120
*(-) auséncia de inibi¢édo do isolado; (+) inibicao do isolado.

+ _ _ _ _ -

+ + + o+ o+ o+

As popula¢Bes de antagonistas e patdégenos oscilam no tempo e no espaco
conforme o crescimento radicular das plantas entre outras perturbagdes, podendo
ocorrer variacdes entre os periodos e as fases destas oscilacdes. Deste modo,
um bom antagonista in vitro pode tomar uma posicao diferente em comparacao
com o patégeno alvo comprometendo a eficiéncia do biocontrole, que s6 ocorrera
caso as populacdes maximas do agente de biocontrole e dos patdégenos
coincidam. Diferencas em sucessao e na posi¢céo ao longo da raiz pode explicar a
maior sucesso de biocontrole com o uso de combinacbes de agentes de
biocontrole do que quando estes sao utilizados de forma isolada (VAN BRUGGEN
et al., 2006).

Uma caracteristica desejavel em um agente de biocontrole € que este
apresente capacidade para crescer sob uma vasta gama de condigbes
ambientais. Uma maior flexibilidade em termos de adaptagédo ambiental confere a
um agente de biocontrole maior chance de ser empregado no desenvolvimento de
um produto biolégico, dado que a aplicacdo sera mais ampla do que a de agentes
que necessitem de condicbes ambientais especificas, assim como o mercado-
alvo (LONGA et al., 2008). No Brasil, em vista a maioria dos solos serem de

natureza acida (LEPSCH, 2011), testes de pH compde uma etapa importante na
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selecdo de um agente de biocontrole de patégenos de solo. Neste estudo, todos
0s oito isolados rizobacterianos foram capazes de crescer na faixa de pH testada,
variando de 5,0 a 7,0, ao terceiro dia de incubacédo. Para um controle 6timo da
murcha do tomateiro, o agente de biocontrole Penicillium oxalicum também foi
testado em diferentes condi¢bes de pH, apresentando habilidade para crescer em
uma ampla faixa de pH (5-8) (LARENA et al., 2014).

Em relacdo ao ensaio em casa de vegetacdo, na primeira época de
amostragem nao foram verificadas diferencas significativas entre as espécies
cultivadas e as diferentes combinacdes de rizobactérias avaliadas neste trabalho
nos valores obtidos para CBM, RBS e qCO,, bem como para a interacdo
estudada entre culturas e combinacbes. Entrento, na segunda época de
amostragem, houve diferenca significativa entre as espécies cultivadas no que diz
respeito ao teor de CBM, RBS, qCO2 e atividade de fosfatase acida. Pela analise
de variancia verificou-se que a interacdo entre espécies cultivadas e combinacdes
de rizobactérias foi significativa (p<0,05) apenas para o atributo qCO..

Os maiores valores de carbono da biomassa microbiana do solo (CBM),
dentre as espécies cultivadas, foram verificados no solo em pousio e no solo
cultivado com sorgo (Figura 1). A biomassa microbiana do solo é definida como a
parte viva da matéria organica do solo, excluindo as raizes e incluindo os seres
vivos com tamanho menor que 5x10° pm® ou seja, fungos, actinomicetos,
protozoarios, algas e bactérias. Esta biomassa é responsavel por diversos
processos tais como decomposicdo dos residuos organicos, ciclagem de
nutrientes, solubilizacdo de nutrientes, estruturacdo do solo, controle bioldgico de
patdgenos, entre outros. Trata-se de um importante componente utilizado em
trabalhos que visam averiguar a qualidade e produtividade do solo, uma vez que
responde as modificacbes no ambiente mais rapidamente que qualquer outro
parametro agronémico (KASCHUK et al., 2009).
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Figura 1. Valores médios do carbono da biomassa microbiana (CBM) em solos tratados

com rizobactérias e cultivados com monocotileddéneas aos 47 e 63 dias de incubagéo.

As principais fontes de carbono para microrganismos do solo sdo os
exsudatos radiculares, residuos da biomassa aérea e radicular das plantas e
constituintes soluveis da planta depositados com a agua da chuva (SILVA;
MENDONCA, 2007). Sendo assim, valores superiores de CBM estao relacionados
a um grande aporte de material organico por meio de depdsitos de plantas,
implicando em um maior acumulo de carbono pela biomassa microbiana, e
também a uma melhoria nas condicdes de desenvolvimento da microbiota
(SANTOS et al., 2004). Elevados valores de CBM no solo sob pousio podem
estar, entretanto, relacionados a auséncia de competicdo por nutrientes, visto que
0S microrganismos e plantas podem competir, por exemplo, por nitrogénio
inorganico mesmo em solos relativamente férteis. Os solos carentes de
fertilizagdo nitrogenada e com baixa umidade sdo ainda mais propicios para
favorecer esta competicdo por comporem condi¢cdes ideais para limitacdo do
nitrogénio (KAYE; HART, 1997).

A disponibilidade de agua no solo também é uma condicdo que afeta a
biomassa microbiana no solo, ja que populacdes ndo adaptadas ao déficit hidrico

tendem a declinar (HUESO et al., 2012). Embora as culturas tenham sido regadas
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em dias alternados, altas temperaturas foram observadas na casa de vegetacao e
0 solo sob pousio, por ndo possuir uma planta para absorver a 4gua, apresentou-
se visivelmente mais Uumido do que os solos cultivados. A cultura do sorgo, por
sua vez, além da liberacdo de exsudatos, pode ter favorecido o aumento da
biomassa por apresentar uma menor exigéncia hidrica em comparacdo com as
demais culturas testadas (JUNIOR, 2013).

Em relacdo a respiracdo basal do solo (RBS), as culturas do milho e do
milheto propiciaram os maiores valores desse atributo (Figura 2). A respiracao
basal do solo corresponde ao somatério de todas as fungbes metabdlicas nas
quais CO, é gerado, sendo a maior parte deste gas liberado por bactérias e
fungos na degradacao da matéria organica (SILVA et al., 2007). Trata-se de um
dos parametros mais antigos para quantificacdo da atividade microbiana e reflete
a capacidade de sustentacdo da vida microbiana no solo. Bem como ocorre em
outros processos metabdlicos, a respiracdo depende da atividade fisiol6gica da
célula microbiana que é influenciada pela disponibilidade de nutrientes, umidade,
dentre outros fatores (MOURA et al., 2015).

Respiragdo basal (mg C-CO, Kg! solo h'?)
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Figura 2. Valores médios da respiracdo basal do solo (RBS) em solos tratados com
rizobactérias e cultivados com monocotiledéneas aos 47 e 63 dias de incubacao.
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O aumento da RBS sob as culturas do milho e do milheto provavelmente
deve-se a melhores condi¢cdes de desenvolvimento da microbiota o que pode
estar associado a disponibilizacdo por estas culturas de uma exsudagdo maior ou
de melhor qualidade. Entretanto, apenas dados de carbono da biomassa néo sao
suficientes para mensurar o estado metabdlico atual e potencial das comunidades
microbianas, uma vez que existem no solo elevadas quantidades de biomassa
inativa (FALEIRO et al.,, 2011). O quociente metabdlico ou respiratério (qCO5)
expressa a relacdo entre medidas de respiracdo basal do solo e biomassa
microbiana, fornecendo a quantidade de CO. liberada por unidade de biomassa.
Este indice evidencia a eficiéncia microbiana na utilizagdo do carbono disponivel
para biossintese, constituindo um sensivel indicador para estimativa da atividade
bioldgica e a qualidade do substrato (SAVIOZZI et al., 2002).

Os maiores valores de quociente metabdlico (qCO;) foram obtidos no solo
cultivado com milheto utilizando as combinacdes 2 e 3 de rizobactérias, porém
houve uma tendéncia para a obtencdo de valores superiores com 0 uso da
combinacéo 3 (R77 + R95 + R104 + R120) (Figura 3). Altos valores de quociente
metabolico estdo associados a maior atividade microbiana com uma maior
liberacdo de CO, por unidade de carbono da biomassa, provavelmente em razao
da presenca de um substrato de facil assimilacdo para o desenvolvimento e
atividade microbiana, com menor resisténcia ao ataqgue microbiano (SANTOS et
al., 2004). Um pico de qCO, também pode ser encontrado em solos com
comunidades microbianas em inicio de desenvolvimento, contendo maior nimero
de microrganismos ativos que inativos, ou sob condi¢des de estresse metabdlico
(ANDERSON; DOMSCH, 1993).

Conforme Santos (2014) cada isolado possui suas caracteristicas proprias
e comportamentos metabdlicos distintos de modo que uma comunidade
microbiana formada por um maior numero de isolados sera mais diversa
metabolicamente possibilitando, provavelmente, um melhor aproveitamento dos
exsudatos, o que favorecerd a atividade microbiana. A composi¢cao dos exsudatos
também exerce forte influéncia sobre a comunidade microbiana, visto que os
exsudatos de facil degradagéao beneficiam um maior nUmero de antagonistas por

evitar a perda de componentes da microbiota (LANDI et al., 2006).
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Figura 3. Valores médios do quociente metabdlico (qCO2) em funcéo das culturas e das

combinages rizobacterianas (C1; C2; C3) aos 63 dias de incubacao.

As enzimas presentes no solo podem funcionar como indicadores
biolégicos, pois estdo diretamente relacionadas a atividade bioldgica
(TABATABAI, 1994), sao faceis de determinar e respondem rapido a modificac6es
no manejo (DICK, 1994). Deste modo, a determinacdo da atividade enzimatica no
solo € uma forma de mensurar a atividade microbiana, pois aponta para
modificacdes ocorridas na microbiota do solo sem, necessariamente, associa-las
a um grupo especifico de organismos (ANDRADE; SILVEIRA, 2004).

No presente estudo, maiores valores da enzima fosfatase acida foram
encontrados sob a cultura do milheto do que sob as demais culturas testadas
(Figura 4). Estas enzimas encontradas no solo sdo responsaveis por disponibilizar
o fésforo adsorvido em argilas e complexos organicos em formas acessiveis as
plantas, sendo de suma importadncia em solos tropicais (PLASSARD; DELL,
2010). Visto que as rizobactérias atuam na ciclagem geoquimica de nutrientes do

solo tornando-os disponiveis para plantas e comunidades microbianas estas
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contribuem de forma significativa para o aumento das fosfastases no solo (VEGA,

2007).
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Figura 4. Atividade da enzima fosfatase acida em solos tratados com rizobactérias e

cultivados com monocotileddneas.

A vegetacdo também exerce grande influéncia sobre a atividade das
enzimas fosfatases, pois as plantas além de serem capazes de produzir estas
enzimas, podem favorecer a atividade microbiolégica do solo, por exemplo, pela
deposicdo de residuos aumentando a matéria organica. A matéria organica
exerce ainda uma funcdo protetiva sobre a enzima prevenindo esta da
decomposicdo (HARRISON, 1983). A literatura menciona ainda que 0 aumento na
atividade das fosfatases pode se dar pela exsudagdo de determinados
metabdlitos ou maior enraizamento da cultura que venham a favorecer de algum
modo o crescimento de comunidades microbianas produtoras dessas enzimas
(NAHAS, 2002).

Dotaniya et al. (2014) avaliaram o efeito de diversas culturas sobre a
atividade da fosfatase acida em diferentes periodos de crescimento, a saber 30,
50, 75, 90 dias ap6s a semeadura e na colheita de culturas. Entre as culturas

testadas, o arroz apresentou a maior atividade média da fosfatase acida (0,173
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mg PNF/gh), seguido do pain¢o vermelho (0,165 mg PNP/gh), milheto (0,154 mg
PNP/ gh), sorgo (0,140 mg PNP/gh), milho (0,140 mg PNP/gh) e soja (0,107 mg
PNP/gh). A atividade da fosfatase acida variou em todas as culturas conforme os
diferentes periodos de crescimento destas. Para o milheto, a atividade maxima da
enzima foi observada em 90 dias ap0s a semeadura desta cultura (0,201 mg PNP
/ gh). Tais resultados corroboram com os obtidos no presente estudo com a
cultura do milheto sobressaindo-se com a maior atividade média da fosfatase
acida em relacao ao milho e sorgo. A época em que foram observados 0s maiores
valores da enzima (90 dias) também se assemelha a observada no presente
estudo (93 dias), uma vez que as plantas de milheto foram transplantadas para os
vasos apds um més da semeadura. Isto indica uma clara associacdo entre a
época e os resultados obtidos. Assim como atribuido pelos autores, estes valores
estdo relacionados a uma maior producdo de exsudatos estimuladores da
atividade microbiana e alteracdes bioguimicas no sistema da planta neste
periodo.

As rizobactérias sdo conhecidas por atuarem no controle de fungos e
bactérias por meio de mecanismos como competicdo por nutrientes, exclusao de
nicho, produgcdo de metabdlitos antimicrobianos, entre outros (BLOEMBERG,;
LUGTENBERG, 2001). Entretanto, quando introduzidas no solo, nem sempre
conseguem manter populacfes estaveis e metabolicamente ativas durante o
periodo minimo necessario para que exercam seus efeitos benéficos. Isto ocorre
devido & exposicdo a inumeros fatores de estresse, bidticos e abidticos, como
predacao, competicdo, mudancas de osmolaridade, temperatura e disponibilidade
de agua e nutrientes. Desta forma, dentro de algumas semanas, as populacdes
antagonistas podem ser reduzidas de forma consideravel, e, muitas vezes, a
atividade de biocontrole tende a ser variavel (SCHNIDER-KEEL et al., 2001).

Alguns programas tém objetivado favorecer os microrganismos benéficos
do solo e da rizosfera a fim de proporcionar um aumento no rendimento das
culturas e reducdo na incidéncia de doencas. A atividade microbiana pode ser
estimulada pelos exsudatos radiculares liberados pelas plantas que constituem
uma fonte de carbono prontamente disponivel aos microrganismos. A influéncia
desta atividade na fitossanidade, entretanto, depende do efeito biolégico liquido
das interacbes entre as populacbes de organismos presentes na rizosfera, a

planta e o ambiente solo. Um maior conhecimento dos fatores que influenciam o
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processo de exsudacdo e a influéncia desta nas populacbes microbianas da
rizosfera tem tornado possivel a manipulacdo destes processos em favor de
organismos que beneficiam a planta, proporcionando atividade de controle
bioldgico, entre outros beneficios (BRIMECOMBE et al., 2007).

Os resultados deste trabalho deram subsidio para a selecdo do milheto
como a espécie vegetal que mais estimulou a atividade microbiana na
combinacéo de rizobactérias de n°3 (R77 + R95 + R104 + R120), apos 63 dias da
aplicacado destas. Estes isolados poderdo ser testados conjuntamente com o
milheto para reducdo da incidéncia da fusariose do maracujazeiro, num préximo
ensaio em casa de vegetacdo. O milheto (Pennisetum glaucum) é uma cultura
bem adaptada a condi¢cdes de altas temperaturas, baixa precipitacdo pluvial e
baixa fertilidade, devido a fatores como curtos periodos de desenvolvimento e
relevante flexibilidade de desenvolvimento, potencializando o uso da umidade
acessivel no solo (DURAES et al., 2003). Espera-se que o0s resultados do estudo
contribuam para valorizacdo do trabalho dos agricultores familiares dada a
importancia da cultura do maracuja para estas popula¢des garantindo-lhes, ainda,

uma fonte de renda extra pelo plantio do milheto.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que o0s exsudatos
radiculares de fato influenciam os atributos bioldgicos do solo, entretanto, uma
melhoria nas condi¢cdes de desenvolvimento da comunidade microbiana, com
niveis adequados de umidade e nutrientes, também interfere positivamente na
determinacao destes valores.

Valores significativos do quociente metabdlico no solo sob milheto, na
combinacdo numero 3 de rizobactérias (R77 + R95 + R104 + R120), indicam uma
maior atividade destes microrganismos sob esta cultura, indicando uma facil
assimilacdo dos exsudatos liberados pelo milheto. A maior atividade da enzima
fosfatase acida aos 63 dias reforca uma maior atividade microbiana sob a cultura
do milheto podendo este fator estar relacionado com alteracdes proprias do
estadio fenologico da planta.

Espera-se que a maior atividade observada das rizobactérias antagonistas
seja refletida em uma otimizacdo no biocontrole da fusariose do maracujazeiro em
um programa onde o milheto é utilizado em consorcio com o maracuja. E,

portanto, imprescindivel, a realizacao de testes in vivo que avaliem esta condicéo.



