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RESUMO

Novas alternativas para o controle de fitopatégenos tem sido buscadas em fungdo do
gradativo aumento dos custos do controle quimico, assim como dos problemas ocasionados
por tais. Dentre as doengas causadas por fitobactérias que acometem a cultura da oliveira
(Olea europaea L.), destaca-se a tuberculose causada pela bactéria Pseudomonas savastanoi
pv. savastanoi.O controle biolégico surge como alternativa para o manejo de fitobacterioses,
o qual baseia-se em métodos ambientalmente corretos, ndo sendo nocivo para o homem e para
os animais, podendo fazer parte de um controle integrado de doengas. O presente trabalho
teve como objetivo selecionar bactérias obtidas de diferentes olivais em produg¢do com
potencial para o biocontrole de Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi, através da avaliagdao
do comportamento desses isolados contra a bactéria alvo em condigdes in vitro e in vivo. A
fim de identificar o potencial antagdnico das bactérias obtidas dos isolados em campo, foi
realizado o teste de pareamento de culturas em condigdes in vitro em que linhagens de
Bacillus amyloliquefaciens e Bacillus sp. obtiveram efetividade antagdnica. Para avaliacao da
influéncia dos biocontroladores na diminuicdo da severidade da tuberculose em oliveiras,
realizou-se a avaliagdo 30 dias ap6s a inoculacao dos microrganismos nas plantas, onde os
dados de massa fresca e seca (caule e raiz) foram submetidos a andlise de variancia e as
médias comparadas pelo teste de Tukey a 5 % de significancia utilizando o software SISVAR.
A inoculagdo do patdgeno responsavel pela tuberculose em oliveiras, assim como dos agentes
de biocontrole nao resultaram em doenga nas plantas, possivelmente por consequéncia das
temperaturas elevadas e baixa umidade relativa do ar em que os dias se encontravam quando
inoculou-se as oliveiras. Os resultados das analises de avaliagcdes da presenga de bactérias
endofiticas nos tecidos das amostras de plantas coletadas, ndo mostraram-se significativos
quanto a presenga de bactérias, o que corrobora para a nao formacao de tumores nas plantas

inoculadas com o patdgeno.

Palavras-chave: Fitobacterioses. Biocontrole. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi.



ABSTRACT

New alternatives for the control of plant pathogens have been search due to the gradual
increase of the costs in chemical control, as well as othor problems caused by them. Among
the diseases caused by phytobacteria that affect olive trees (Olea europaea L.), it is highlight
ed the tuberculosis caused by the bacterium Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi.
Biological control emerges as an alternative for the management of the phytobacteria, which
is based on environmentally correct methods, not harmful to man and animals, and can be part
of an integrated disease control. The present work aimed to select bacteria isolates obtained
from different olive trees on production with potential for the biocontrol of Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi, through the evaluation of the conduction of the isolates against the
target bacterium under in vitro and in vivo conditions. In order to identify the antagonistic
potential of the bacteria obtained from the field isolates, we performed in vitro conditions, the
crop pairing test where the Bacillus amyloliquefaciens and Bacillus sp. obtained antagonistic
effectiveness. In order to evaluate the influence of biocontrollers on reducing the severity of
tuberculosis in olive trees, the evaluation was performed 30 days after the inoculation of the
microorganisms in the plants, where the data of fresh and dry mass (stem and root) were
submitted to analysis of variance and the averages compared by the Tukey test at 5%
significance using the SISVAR software. The inoculation of the pathogen responsible for
tuberculosis in olive trees and biocontrol agents did not result in disease in the plants, possibly
due to the high temperatures and low relative humidity of the days when the olive trees were
inoculated. The results of the analysis of the evaluation of the presence of endophytic bacteria
in the tissues of the collected plant samples were not significant in the presence of bacteria,

which corroborates the non-formation of tumors in the plants inoculated with the pathogen.

Keywords: Phytobacteriosis. Biocontrol. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi.
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1. INTRODUCAO

Com o gradativo aumento dos custos do controle quimico, assim comoos problemas
ocasionados por tais, como por exemplo a poluicdo ambiental, a intoxicagdo do homem e
animais, € o surgimento de patdgenos resistentes a estes produtos, tem-se a necessidade de
novas alternativas para o controle de fitopatdgenos, como relatado por Vilasbdas (2009).

Dentre as doencas causadas por fitobactérias, que acometem a cultura da oliveira
(Olea europaea L.), destaca-se a tuberculose causada pela bactéria Pseudomonas savastanoi
pv. savastanoi (SARAMAGO, 2009).A bactéria penetra por ferimentos originados de poda,
granizo, colheita com utilizacdo de varas, enxertia e/ou geadas, causatumores e dificulta a
circulagdo da seiva tendo como consequéncia, a ndo producdo de frutos e ramos afetados,
podecausar severa desfolha e em casos graves o secamento dos ramos (PINTO et al.2013).
Atualmente, a bactéria encontra-se disseminada por todas as zonas olivicolas de Portugal.

Para o controle da bacteriose indica-se ouso de cultivares resistentes, supressao dos
ramos atacados, desinfestacdo dos ferimentos e dos utensilios de corte, evitar ferimentos com
vara durante colheita, assim como quaisquer outros tipos de lesdes, conforme indica
Saramago (2009). Em Portugal ha inexisténcia de produtos quimicos homologados para
controle da bacteriose.

Visando a busca de alternativas para o manejo de fitobactérias, sistemas agricolas
produtivos subsidiados pelo que consideram-seboas praticas agricolas, além do melhoramento
genético classico, investigagdes que se valem do manejo de microrganismos fitopatogénicos
constituem estratégias promissoras, pois estes possuem ampla acdo sobre o espectro de
fitopatogenos (VILASBOAS, 2009).

A utilizacdo de agentes de controle bioldgico insere-se no agronegdcio em substituicao
ou complementagdo aos pesticidas quimicos sintéticos no manejo integrado de doengas. Sua
utilizacdo pode aumentar a qualidade do produto agricola reduzindo a polui¢do do meio
ambiente, contribuindo para a preservacdo dos recursos naturais ¢ aumentando a
sustentabilidade dos agroecossistemas (VILASBOAS, 2009).

Ressalta-se o controle bioldgico como alternativa para o manejo de fitobacterioses, o
qual baseia-se em métodos ambientalmente corretos, ndo sendo nocivo para o homem e para
os animais, podendo fazer parte de um controle integrado de doengas de plantas (MELO,
1998). O controle biologico ¢ realizado através da utilizacdo de agentes microbianos que
possuem potencial antagdnico contra microrganismos considerados como patégenos de uma

determinada cultura, através de mecanismos de antagonismo que inibem o patégeno, podendo
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este antagonista ser efetivo para uma espécie de microrganismo ou ter seletividade para varios
microrganismos.

Visando a possibilidade de controle bioldgico de tuberculose das oliveiras (Olea
europaea L.) na cultivar “Cobrancosa”, o presente trabalho teve como objetivo selecionar
bactérias obtidas de diferentes olivais em produgdo com potencial para o biocontrole de
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi, através da avaliagdo do comportamento desses

1solados contra a bactéria alvo em condicoes in vitro e in vivo.
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2. REFERENCIAL TEORICO

Serdo abordados no presente item aspectos relevantes sobre a cultura da oliveira,
principais doengas, usodo controle bioldégico ¢ o papel que este possui em uma producao

aferindo resisténcia as plantas.

2.1 ASPECTOS BOTANICOS (Olea europaea L.)

A oliveira (Olea europaea L.), cultura tipica da agricultura mediterranica, tem a sua
origem na Asia menor, tendo-se difundido pelo Norte de Africa e Sul da Europa.
Posteriormente, espalhou-se pela bacia mediterrdnica sendo levadas até o continente
americano pelos portugueses e espanhois (FERGUSON et al. 1994 apud SARAMAGO,
2009).

As plantas de oliveiras pertencem a familia botanica Oleaceae, com espécies de
plantas distribuidas pelas regides tropicais e temperadas de todo o Mundo, sendo
maioritariamente arvores e arbustos. O género Olea compreende 35 espécies diferentes, entre
elas Olea europaea L., que produz frutos comestiveis (BARRANCO et al. 2004).

A forma do sistema radicular da oliveira depende da origem da arvore e das condi¢des
de solo a que esta ¢ submetida. O sistema radicular quando originado de semente ¢ constituido
por uma raiz apical. Apos o transplante, a raiz principal atrofia e desenvolvem-se as raizes
secundarias, tornando-se o sistema radicular fasciculado e superficial. As plantas obtidas
através de estacas originam logo trés a quatro raizes idénticas, que apos o transplante tem
igual desenvolvimento, ficando com o sistema radicular fasciculado (GARCIA, 2000).

Em solos for de textura arenosa, o sistema radicular atinge maiores profundidades do
que em solos de textura argilosa, desenvolvendo-se entre 15 a 20cm mas podendo atingir 80
cm de profundidade (GARCIA, 2000).

Segundo Garcia (2000), os troncos das arvores jovens tem uma forma circular e
apresentam cortex liso com uma cor verde acinzentada, variando segundo a cultivar e a zona
climatica onde estd instalada. Mas, a medida que vai envelhecendo, o tronco deforma-se,
tornando-se irregular, e o cortex desenvolve-se de forma ndo uniforme, ficando entdo o tronco
com uma tonalidade escura.

As folhas da oliveira sdo persistentes € normalmente sobrevivem dois a trés anos,
permanecendo também na arvore folhas de maior idade. Sdo simples, inteiras, de peciolo

curto, limbo lanceolado e nervura central marcada, apresentando uma coloragdo verde mais
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ou menos escuro na face superior e branco prateado ou branco sujo na face inferior
(BARRANCO et al. 2004).

As flores encontram-se agrupadas em inflorescéncia do tipo cacho, variando o nimero
de flores de acordo com a cultivar, sendo que o nimero de cachos também ¢ variavel em cada
ramo (BARRANCO et al. 2004).

O fruto da oliveira, a azeitona, botanicamente ¢ uma drupa. Trata-se de um fruto
formado por uma Unica semente e trés tecidos principais: epicarpo, mesocarpo € endocarpo.
Apresenta uma coloragdo preta a verde arroxeado segundo a cultivar. Encontra-se suspenso no
ramo pelo pé ou pediinculo (BARRANCO et al. 2004).

A oliveira ao longo do ano apresenta varios estados fenologicos segundo Lopes
(2015), apresentados na Tabela 1. A apresentacdo dos estados fenologicos da oliveira faz-se
necessario, através deles podem-se determinar as exigéncias nutritivas, como aplicagdes de
nitrogénio, boro e potassio, necessidade hidrica, e prejuizos de pragas e doengas, bem como
as intervengdes a serem realizadas, neste caso, as quais ocorrem essencialmente do estadio G

ao estadio 1.

Tabela 1 - Descricdo fenoldgica do desenvolvimento das plantas da oliveira Olea europaea L. em ciclo

produtivo.
Estadio Descricao
A Estado invernal: Gomos terminais e axilares estdo em repouso vegetativo;
B Inicio vegetativo: Gomos terminal e axilares mostram inicio de crescimento;
C Aparecimento dos botdes florais: Cacho mostra diferentes verticilos de botdes;
D Formagédo da corola: Botdo floral mostra-se inchado, o calice abre-se e comeca a ver-se a corola
que chega a ser maior do que o calice;
E Aparecimento dos estames: O botdo floral continua a inchar, a corola comega a abrir sendo
possivel ver-se os estames ao fundo;
FI Inicio da floragdo: Desabrocham as primeiras flores;
FII Plena floragdo: A maioria das flores estfio abertas e ha abundancia de emisséo de polen;
G Vingamento: Ovario fecundado aumenta de tamanho e notam-se claramente os frutos formados,
as pétalas murcham e caem;
H Lenhificagdo do carogo: O fruto atinge metade do seu tamanho final;
I Inicio da maturagdo: O fruto atinge o seu tamanho normal e o epicarpo fica 50% violaceo;
J Maturagdo do fruto: O fruto escurecido de negro, a intensidade depende da variedade.

Fonte: Adaptado de LOPES(2015).
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2.2 A DINAMICA DA CULTURA DA OLIVEIRA

A cultura da oliveira sempre teve um papel crucial no desenvolvimento econdémico dos
paises mediterranicos, tendo ainda hoje importancia significativa em paises deste clima. O
consumo mundial de azeitonas de mesa para os ultimos 25 anos tem-se multiplicado por 2.8,
com aumento de 173% durante o periodo entre 1990-1991 e 2015/16, como resulta do mais
recente relatério de mercado do International Olive Council (2016).

O azeite ¢ um produto alimentar rico em vitamina E e outros antioxidantes, utilizado
como tempero uma vez que da a comida um sabor e aroma peculiares. E produzido a partir da
azeitona, fruto da oliveira (FERRAZ, 2010).

Cerca de 95% da superficie oleicola mundial estd concentrada na Bacia Mediterranica,
sendo a Unido Europeia responsavel por 75% da producdo mundial de azeite. Portugal
produziu 91.647t de azeite em 2013, correspondendo a 999.853hl (taxa de conversao do
Azeite - 1hl = 91.66 Kg) e, em 2014 um valor de 60.984t a que correspondem 665.325hl,
registando-se assim uma quebra de cerca de 33,5% relativamente a campanha anterior. No
entanto, dados do Instituto Nacional de Estatistica, apontam para uma producao de azeite em
2015 de 1.016hl (o valor de produgdo anual mais alto”), segundo dados do Gabinete de
Planejamento, Politicas e Administracao Geral (2016).

As exportagdes para o Brasil ocupam um lugar de destaque nas exportagdes de azeite
com 44% das exportacdes deste produto em 2014, no total de 44.722t, com um valor de
165ME€ (M corresponde a um fator multiplicador de um milhdo), e em 2015 com 32.778t, com
um valor de 140M€, conforme dados do Gabinete de Planejamento, Politicas e Administragao

Geral (2016).

2.3 DOENCAS DA OLIVEIRA

Em qualquer ecossistema existem varios fatores que contribuem para o aparecimento e
desenvolvimento de doencas, desde o inoculo, condicoes ambientais, ao uso e abuso de
pesticidas que podem levar ao desequilibrio ecologico. Outros fatores importantes sdo as
intervengdes culturais que conduzem a grandes alteracdes a nivel do microclima,
influenciando, quase sempre, negativamente a fauna local (LOPES, 2015).

Assim o agricultor tem de minimizar os efeitos das doencas recorrendo a meios
biologicos, fisicos, mecanicos e em ultimo caso a meios quimicos, priorizando a sua saude e a
dos animais, estabelecendo métodos que permitam obter bons resultados com o minimo de

intervencdo (VILASBOAS, 2009).
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No olival, conforme relatado por Lopes (2015) as principais doengas sdo o olho de
pavao causado por Spilocara oleagina Castagne, a gafa, causada por Colletotrichum acutatum
(J.H. Simmomds) e C. gloeosporoides (Penzig) e a tuberculose, causada por Pseudomonas

savastanoi pv. savastanoi (ex Smith).

2.3.1 Tuberculose (Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi)

A tuberculose da oliveira, Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi (ex Smith),
vulgarmente conhecida por ronha ou lepra estd distribuida por todas as zonas olivicolas de
Portugal (LOPES, 2015). A disseminacdo da doenga pode ser feita logo na instalacdo do
olival através de plantas infectadas.

A bactéria possui forma de bastonete com extremidades arredondadas e um a quatro
flagelos, com dimensdes médias de 0,4 a 0,8 um X 1,2 a 4,5 um (CANTERO, 1997;
TRAPERO e BLANCO, 2004). Esta bactéria estd presente na superficie de varios 6rgaos da
oliveira, principalmente na folhagem (PROTA, 1995) e penetra nos tecidos através de
ferimentos na epiderme provocadas por geadas, granizo, podas, colheita da azeitona, ataques
de pragas e queda natural das folhas (CANTERO, 1997; TRAPERO ¢ BLANCO, 2004).

A doenca desenvolve-se pela infeccdo da estirpe virulenta e da ativacdo dos genes da
planta que sintetizam auxinas, nomeadamente o acido indolacético, e citoquininas
responsaveis pela multiplicagdo desordenada das células infectadas da oliveira levando a
formacao dos tumores (AGRIOS, 2005). A dispersao do P. savastanoi pv. savastanoi ¢ feita
através da chuva e da elevada umidade relativa, das partes mais altas para as partes mais
baixas. A disseminagdo do mesmo agente pode ser feita através do vento para arvores
vizinhas e para locais longinquos ¢ feita por insetos e por uso de utensilios de poda e colheita
da azeitona (CANTERO, 1997). A temperatura 6tima para a infec¢do ¢ proxima de 23 a 24°C,
de ocorréncia comum durante a primavera e o outono (TRAPERO e BLANCO, 2004).

O ataque da tuberculose provoca tumores em ramos jovens, de forma mais ou menos
arredondada, pequenos no inicio, de cor esverdeada e superficie lisa. A medida que ocorre o
processo de evolucdo da doenca, os tumores dos ramos e tronco apresentam maiores
dimensdes, fissuras profundas e lenhosas com tecido escurecido e suberizado, onde se podem
instalar outras pragas (LOPES, 2015). Provocam ainda, o enfraquecimento dos ramos onde se
desenvolvem os tumores, com consequéncias negativas no vigor das arvores e,
consequentemente, na producdo, causando ainda desfolha e nos casos mais graves, a morte

dos ramos e das plantas jovens como relatado por Alcobia e Ribeiro (2001), Trapero e Blanco
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(2004) e Torres (2007). A doengca pode provocar modificacdes nas carateristicas
organolépticas do azeite, como o cheiro de rango e o sabor amargo, ran¢oso ou salgado.

O controle dessa doenca ¢ realizado através de medidas preventivas através da
utilizacdo de cultivares tolerantes ou mais resistentes a tuberculose; evitando-se praticas de
fertilizagdes nitrogenadas excessivas, assim como técnicas culturais que provoquem lesdes
nas arvores, como a poda com tempo seco, sendo que quando necessarias devem possuir
inicio pelas oliveiras que encontram-se em melhores condigdes sanitarias. Para o controle
quimico da doenga ndo existem produtos homologados em Portugal. A colheita, sempre que
possivel deve ser mecanica para evitar a técnica com utilizacdo de varas, as quais provocam
lesdes e feridas nos ramos, constituindo-se assim em porta de entrada para fungos e bactérias
(LOPES, 2015).

Conforme Saramago (2009), o controle bioldgico e cultural sdo essenciais. Associadas
as medidas preventivas, diferentes estratégias podem ser utilizadas para o controle de
doengas, tais como o emprego de agentes de controle biologico e/ou de inducao de resisténcia.

O uso de microrganismos antagonistas a diferentes fitopatogenos, com acao direta
sobre o patogeno e/ou ativando os mecanismos de defesa da planta, tem sido alternativa
promissora no manejo de doencgas de plantas. Esse tipo de microrganismo tem tido importante
papel no controle de bactérias e de fungos fitopatogénicos, também utilizados como

bioinseticidas, como referido por Torres (2007).

2.4 CONTROLE BIOLOGICO

A comercializagdo de defensivos agricolas tem-se apresentado em crescimento
expressivo no mundo nos ultimos anos, o que mostra a importancia do controle de
fitopatdgenos e a necessidade de desenvolvimento e introdug¢do de alternativas de manejo.
Entre essas alternativas destaca-se o controle biologico (MICHEREFF, 2001).

O controle biolégico de doencas de plantas pode ser conceituado como o controle de
um microrganismo por meio de outro microrganismo. Entretanto, conceitos mais abrangentes
sdo aceitos pelos fitopatologistas. O controle biologico de doengas de plantas, no conceito

abrangente apresentado por Cook e Baker (1983), pode ser definido como:

“ a redugdo da soma de inéculo ou das atividades
determinantes da doenga, provocada por um
patdgeno, realizada por um ou mais organismos que
nao o homem.”

Deste modo, as atividades determinantes da doenga envolvem crescimento,

infectividade, agressividade, viruléncia e outras caracteristicas do patdogeno ou processos que
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determinam infec¢do, desenvolvimento de sintomas e reproducdo. Os organismos incluem
individuos ou populagdes avirulentas ou hipovirulentas dentro das espécies patogénicas e
antagonistas (MARIANO et al. 2000). Ressalta-se ainda, como alternativa para o manejo de
fitobacterioses, por se basear em métodos ambientalmente corretos, ndo sendo nocivo para o
homem e para os animais, podendo fazer parte de um controle integrado de doencas
(VILASBOAS, 2009).

O controle biologico de doencas de plantas tem sido usado de forma empirica desde a
antiguidade (COOK e BAKER, 1983). Segundo esses autores, os egipcios ja faziam uso dessa
pratica de modo intuitivo.O uso de microrganismos procariotos para o controle de doengas de
plantas de forma cientifica e direcionada iniciou-se apenas ha algumas décadas
(VILASBOAS, 2009).

Antagonista ¢ um agente bioldgico com potencial parainterferir nos processos vitais
dos fitopatdgenos. O antagonista podeter especificidade como no caso dos virus atenuados
utilizados para protecdo cruzada ou serem ativos contra varios patdogenos como algumas
Rizobactérias Promotoras de Crescimento de Plantas (PGPR)(MARIANO et al. 2000).

Os mecanismos de biocontrole sdo as interacdes antagdnicas através das quais os
antagonistas ativamente expressam oposicdo aos patdgenos e reduzem a ocorréncia das
doencas. Na maioria dos casos, 0s antagonistas sdo empregados com sucesso, como agentes
de biocontrole sem conhecimento dos mecanismos de agdo envolvidos (MELO, 1996).

Os mecanismos envolvidos no controle biolégico podem ser parasitismo direto,
predacdo, competicdo por nutrientes € ambiente, antibiose e producdo de substancias
antibioticas e bacteriocinas, metabodlitos acidos ou toxicos, indugdo de resisténcias
(ROMEIRO, 1995; MELO, 1998; SILVEIRA, 2001).

A antibiose ¢ a interagdo entre organismos, na qual um ou mais metabdlitos
produzidos por um organismo tém um efeito negativo sobre o outro, inibindo a germinagdo e
crescimento ou inativando a célula por toxicidade quimica. Os antibidticos sdo compostos
organicos de baixo peso molecular que, em baixas concentracdes, sdao deletérios ao
crescimento ou a outras atividades metabodlicas de outros organismos. Varias espécies de
bactérias sdo conhecidas como sendo eficientes produtoras de antibioticos entre essas as dos
géneros Bacillus, Pseudomonas e Streptomyces, entre outros (MELO, 1998).

A competigdo envolve a interacdo entre dois ou mais organismos na disputa por
nutrientes e por espaco, tanto na espermosfera quanto na rizosfera e filoplano. A competicao
por espaco se da, principalmente, pela ocupagdo dos sitios de colonizacdo e a competicdo por

nutrientes, pelos trés elementos essenciais para a maioria dos patdgenos: carbono, nitrogénio e
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ferro. A competi¢do por carbono e por nitrogénio, aparentemente, pode ocorrer com todos os
grupos de bactérias promotoras de crescimento de plantas. Entretanto, as bactérias do género
Pseudomonas sdo o0s principais microrganismos que apresentam a competi¢io pelo Fe*,
realizada por sider6foros, como mecanismo de biocontrole de diversas doengas, como murcha
vascular em cravo (Fusarium oxysporum f. sp. dianthi W.C. Snyder ¢ H.N. Hansen, 1940),
tombamento de plantulas em algodao (Pythium ultimum Trow, 1901) e murcha do pepino
(Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum J.H. Owen, 1956) (MELO, 1998).

O parasitismo ¢ a intera¢do entre dois organismos, onde um dos organismos sobrevive
as custas do outro, a espécie parasita produz enzimas liticas que degradam a parede celular
dos hospedeiros. Pode ocorrer sobre estruturas vegetativas, reprodutivas e de sobrevivéncia,

reduzindo a infec¢do e o inoculo do patdogeno (LUZ, 1996).

2.5 BACTERIAS ASSOCIADAS A PLANTAS

As plantas constituem um verdadeiro ecossistema microbiano. Nestas plantas,
diferentes nichos sdo ocupados pelos microrganismos, tais como as superficies das raizes e
folhas (as epifitas), ou entdo, estas colonizam o interior de diversos tecidos das plantas
(endofiticas). As bactérias que vivem no interior das plantas podem ser divididas em dois
grupos, com base na sua relacdo com o hospedeiro (SOBRAL, 2003). O primeiro grupo ¢ o
das bactérias endofiticas que sao geralmente definidas como aquelas que vivem no interior
das plantas sem causar danos visiveis (HALLMANN et al.1997). Esse conceito as diferencia
do outro grupo de bactérias que, apesar de também viver no interior da planta podem causar
doenca,trazendo prejuizo ao seu hospedeiro. Pode-se afirmar que as diferencas entre bactérias
endofiticas, epifiticas e fitopatogénicas sdo apenas de natureza didatica, ndo existindo um
limite claro entre grupos e sim um gradiente entre eles, pois existem algumas populagdes
bacterianas que podem flutuar entre a colonizagao endofitica e epifitica. Dependendo das
condi¢cdes ambientais ou equilibrio com outros endéfitos, uma bactéria endofitica pode se
tornar um patdgeno e uma bactéria epifitica pode, eventualmente, entrar numa planta e 14
permanecer endofitica ou causando danos as mesmas (ANDREWS e HARRIS, 2000;
SABARATNAM e BEATTIE, 2003; KLOEPPER et al. 1992).

Bactérias endofiticas e epifiticas podem contribuir para ocrescimento, a sanidade e o
desenvolvimento vegetal. A promocdo de crescimento vegetal pode ser resultante tanto de
acoes diretas como controle bioldogico por competicdo de nutrientes, antibiose e indugdo de

resisténcia sistémica no hospedeiro (VAN LOON et al. 1998) como de ag¢des indiretas, como
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disponibilizacdo de nutrientes para a planta, fixacdo de nitrogénio atmosférico e a producdo
de reguladores de crescimento vegetal (SILVEIRA, 2001).

Os microrganismos endofiticos possuem uma grande vantagem em relacdo aos
epifiticos ao colonizar as plantas, pois os tecidos internos proporcionam um ambiente
protegido das adversidades do meio, como raios ultravioleta, chuvas e flutuagdes de
temperatura, bem como, maior disponibilidade de nutrientes, evitando assim competicdo com
outros microrganismos. Logo, endofitismo pode ser visto como uma forma evolutiva para
sobrevivéncia desses microrganismos (VILASBOAS, 2009).

Os microrganismos epifiticos, habitantes das superficies dos 6rgaos das plantas, agem
como tampao bioldgico, prevenindo o patdogeno de infectar o hospedeiro, por este fato
conclui-se que o controle biologico ocorre naturalmente (BETTIOL, 1991).

A selecdo de microrganismos antagdonicos em programas de controle biologico
constitui a base fundamental de estudos, os quais podem vir a determinar o sucesso da
implantacdo de determinada cultura. Todos os métodos de selecdo de agentes de biocontrole
sdo baseados em evidéncias de que o organismo candidato interfere de algum modo, no
desenvolvimento do patégeno ou reduz a doenca, sendo que a interferéncia implica em
algumas formas de inibicao, podendo ser avaliada tanto in vitro como in vivo conforme Torres

e seus colaboradores (2007).

2.6 GENERO Bacillus COMO AGENTE DE CONTROLE BIOLOGICO

Segundo Cawoy e colaboradores (2011), biopesticidas microbianos possuem grande
potencial para o futuro da agricultura sustentavel. Muito trabalho ja foi realizado e muito
ainda sera conquistado por pesquisadores e industrias, para melhorar a confiabilidade e
eficacia desses produtos para manter o mercado sempre crescente.

Linhagens pertencentes ao género Bacillus possuem a capacidade de produzir esporos,
(PIGGOT e HILBERT, 2004), isso significa que esses microrganismos possuem uma forma
de dorméncia extremamente resistentes, sendo capazes de suportar altas temperaturas, pH
desfavoravel, falta de nutrientes ou agua (CAWOY et al. 2011).

No entanto, biopesticidas produzidos com Bacillus sp., possuem pontos fracos como,
oferecer protecdo parcial contra patogenos e ataques de pragas e apresentar efeito
inconsistente, por ser um organismo vivo a base do produto, sua eficacia depende muito das
condicdes ambientais de aplicagdes em comparagdo aos pesticidas convencionais. Em

contrapartida, possuem pontos fortes como, por exemplo, a ocorréncia de interagdes benéficas
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entre a planta hospedeira, o ambiente e o antagonista contra o patégeno (BUTT et al. 1999;
FUENTES-RAMIREZ e CABALLERO-MELLADO, 2006).

De acordo com o banco de dados “List of Prokaryotic Names with Standing in
Nomenclature” existem atualmente 336 espécies e sete sub-espécies de microrganismos do
género Bacillus com descrigdo valida de acordo com o manual de Bergey’s, que sistematiza a
classifica¢io taxondmica de procariotos (EUZEBY, 2017).

Devido as caracteristicas peculiares estes microrganismos tém sido empregados na
agricultura, aumentando a resisténcia de plantas a diversos estresses ambientais como seca,
metais pesados e escassez nutricional do solo (CLEMENTE et al. 2016).

No controle de pragas Bacillus thuringiensis € mais amplamente utilizado, pois podem
produzir diversos tipos de toxinas com especificidade seletiva para diferentes espécies de
insetos (MADIGAN et al. 2016). B. thuringiensis produz uma proteina cristalizada durante o
processo de esporulacdo. Esta proteina € uma protoxina convertida em toxina no intestino de
lepidopteros, o que torna uma eficaz solucao para o controle de Helicoverpa armigera, uma
importante praga da cultura da soja, milho e algodao (WANG et al. 2016; LUO et al. 2017).
Desta forma, genes cry que codificam as proteinas cristal ou toxina Bt como ¢ conhecida a
protoxina, foram introduzidos em variedades de soja, algoddo e milho geneticamente
modificadas para resisténcia contra o ataque de Anticarsia gemmatalis, H. Armigera, entre
outras (DOVRAT; AHARONI, 2016; WANG et al. 2016).

No controle de doencas de plantas causadas principalmente por fungos
fitopatogénicos, o género Bacillus ¢ largamente empregado como um importante agente de
antagonismo. A podridao de raiz e haste causada pelo patogeno Phytophthora sojae ¢ uma
destrutiva doenga na cultura da soja. Apesar da gravidade das perdas causadas por este
oomiceto, ndo existem métodos efetivos disponiveis para controlar esta doenca (QIAO et al.
2013). Porém, Lu et al. (2017) mostraram que Bacillus altitudinis pode efetivamente reduzir a
infectividade de P. sojae, devido a producdo de espécies reativas de oxigénio e deposicdo de
calose, em plantas de soja. Este resultado mostra uma promissora perspectiva no controle de
P. sojae, embora testes em campo ainda devam ser reproduzidos.

O fungo Fusarium graminearum, um dos principais patdgenos de cereais, ¢
responsavel por grandes perdas econdmicas em diversos cultivos de graos e, além disso, causa
problemas para a saide humana e animal (BRESSO et al. 2016). Para controlar este
fitopatdgeno, Palazzini et al. (2016) selecionou uma linhagem de Bacillus subtilis isolado de
planta de trigo com forte potencial de antagonismo e biocontrole contra infec¢des ocasionadas

por Fusarium graminearum.



22

Ledn et al. (2009) selecionaram uma linhagem de Bacillus amyloliquefaciens isolada
da rizosfera de plantas de soja que foi capaz de inibir o patdgeno Pythium ultimum,
responsavel pela podridao de raizes e tombamento do caule em plantas de soja.

Em estudo realizado por Senthilkumar et al. (2009), uma linhagem de Bacillus spp.
mostrou forte inibi¢do de patdogenos de solo causadores de podriddo em plantas de soja. Além
de atuar como promotor de crescimento em plantas e aumentar a taxa de germinagao, a estirpe
selecionada foi capaz de inibir o crescimento de Rhizoctonia bataticola, Macrophomina
phaseolina, Fusarium udam e Sclerotium rolfsii.

Calvo et al. (2017) selecionaram uma linhagem de B. amyloliquefaciens com forte
acdo inibitoria contra patdgenos de pds-colheita de laranja, mag¢a, uva, péssego e ameixa. B.
amyloliquefaciens ¢ capaz de produzir forte agdo antifiingica in vitro e in vivo contra Botrytis
cinerea, Monilinia fructicola, Monilinia laxa, Penicillium digitatum, Penicilium expansum e
Penicillium italicum. Outra linhagem de B. amyloliquefaciens (PGPBACCAL) foi identificada
como um eficaz agente de controle bioldgico para sementes de feijao (Phaseolus vulgaris L.)
contra os patdgenos Aspergillus spp., Penicillium spp., Fusarium spp., Cladosporium spp. E
Rizhopus spp., Sclerotium rolfsii, Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani, Fusarium.
solani e Penicillium spp. (TORRES et al. 2017).

Assim, a utilizacao de espécies de Bacillus como promotoras de crescimento ¢ agente
de controle biologico para diversas culturas agricolas, proporciona um método atrativo,
eficiente e ambientalmente menos agressivo que o uso de defensivos quimicos, o que torna a
utilizagdo de bioagentes uma alternativa mais sustentavel nos ambitos econdmicos e

ambientais (SHAFI et al. 2017).
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3. METODOLOGIA

Conduziu-se o experimento nos meses de margo a agosto de 2017, no Centro de
Investigacdo da Montanha (CIMO) e em casa de vegetagdo no setor de producao de mudas do
Instituto Politécnico de Braganga (IPB) — campus Santa Apolonia, em Portugal, situada a uma
altitude média de 690m, latitude 41°48.3492" norte e longitude 6°45.4314' oeste. O clima ¢
Csb, clima temperado umido com verdo seco e temperado, segundo a classificacdo de
Koppen.

Isolou-se os microrganismos a partir de amostras de pequenos fragmentos vegetais de
oliveiras (Olea europaea L.) cultivar “Cobrangosa” (folha, caule, raiz, entre outros) coletadas,
anteriormente em campo, na regido de Tras-os-Montes. Apos o processo de desinfestagao
com utilizacdo de hipoclorito de sdédio segundo metodologia de Hallmann et al. (2006), os
fragmentos foram isolados, em condi¢des de assepsia, em placas de Petri® contendo meio de
cultura Luria-Bertani Broth (LB). Posteriormente as caixas foram incubadas em uma cdmara
de crescimento a 30°C, monitoradas diariamente quanto ao crescimento microbiano. A partir
do desenvolvimento das colonias bacterianas, repicou-se até obtenc¢ao de culturas puras.

A fim de identificar o potencial antagonico das bactérias obtidas das amostras,
procedeu-se em condigdes in vitro, o teste de pareamento de culturas proposto por Gomes et
al. (2001). Apos crescimento bacteriano das linhagens de Bacillus amyloliquefaciens e
Bacillus sp.nos respectivos meios de cultivo, preparou-se uma suspensao em meio LB liquido
(overnight), onde cada bactéria foi diluida até Abseo0=0.5 foi adicionada SuL dessa suspensao
em discos de papel filtro com 5 mm de didmetro que foram dispostos em novas caixas de
Petri® com meio de cultivo LB, sendo que foi dividida ao meio e em um dos lados foi
adicionado um disco de cultura do patdogeno Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi € no
outro, um disco de cultura do antagonista, em andlise em posi¢des opostas colocados a uma
distancia de 3 cm da borda da placa (Figura 1A). Apds a transferéncia, as placas foram
mantidas em camara de crescimento a 30° C por sete dias, onde avaliou-se com medigdes
periddicas dos halos de inibi¢do formados, o potencial antagonista de cada candidato (Figura
1B). Como controle negativo, foi colocado um disco de papel de filtro com 5 mm de diametro
em placas contendo meio de cultura, onde inoculou-se cada cultura bacteriana

individualmente.
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Figura 1 —Teste de pareamento de culturas.

A B

A)Disposicao dos discos de papel filtro. B) Halos de inibi¢ao das bactérias ap6s 7 dias.Fonte: O autor.

A identificacdo das bactérias isoladas baseou-se na amplificacdo do gene 16S que
codifica 0 RNA ribossdmico (rRNA), seguida do seu sequenciamento (ARAUJO et al. 2002;
FISHER et al. 1998; MAGNANI et al. 2010). O sequenciamento do DNA das amostras
isoladas, foi realizado no laboratério STABvida localizado na Universidade Nova de Lisboa,
Lisboa em Portugal. Em relatério gerado no laboratério foi encontrado espécies dos géneros
Bacillus, Pseudomonas, Alcaligenes, Agrococcus, Pseudoclavibacter, Arthrobacter,
Curtobacterium, Frondihabitans, Serratia, Brevundimonas, Sporosarcina, Advenella,
Kocuria, Plantibacter, Paenibacillus e Xanthomonas.

Para avaliar a eficiéncia dos isolados obtidos foi realizada a inoculagao de duas
bactérias antagonistas do género Bacillus e da bactéria Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi em plantas da cultivar “Cobrangosa” com um ano de idade onde se adotou o
delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC), com seis tratamentos arranjados
em esquema fatorial 3x2, sendo utilizados os agentes antagonistas Bacillus amyloliquefaciens
(antagonista 1) e Bacillus sp. (antagonista 2) e uma testemunha (sem inoculagdo do
antagonista), com ou sem a inoculagdo de Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi,com cinco

repeti¢des (Tabela 2).
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Tabela 2 - Tratamentos de inoculagdo de P. savastanoi pv. Savastanoi ¢ agentes antagonistas em oliveiras cv.
“Cobrangosa”.

Tratamentos Descri¢ao Quantidade(ul) UFC/mL!
T: Plantas inoculadas com meio estéril 2ul 0
T2 Plantas inoculadas com P. savastanoi 2ul 10
T; Plantas inoculadas Antagonista 1 2ul 10*
Ty Plantas inoculadas Pss + Antagonista 1 2ul/cada 10
Ts Plantas inoculadas Antagonista 2 2ul 10
Ts Plantas inoculadas Pss + Antagonista 2 2ul/cada 10*

'UFC Unidades Formadoras de Colonias/mililitro. Fonte: O autor

As placas contendo as culturas puras de cada bactéria foram repicadas para tubos tipo
Falcons com 5 ml de meio de cultura LB liquido, ¢ incubadas em agitagdo por um periodo de
24 horas a 25°C e 175 rpm, como sugerido por Vilasb6as(2009). As suspensdes de cada
isolado foram diluidas a absorbancia de 0.5 e em seguida, ImL da suspensao foi transferida
para tubos tipo Falcons com 10mL de meio de cultura liquido, com o auxilio de uma
micropipeta, chegando a uma concentragio final de 10*UFC/mL. Em cada uma das plantas,
realizou-se trés incisdes centrais longitudinais com cerca de 1 cm de comprimento e
distanciadas por no minimo Scm e efetuou-se a inoculacdo de 2ul das suspensdes de cada
isolado diluido de acordo com os tratamentos descritos (Figura 2A). Apds a inoculagdo dos
biocontroladores e do patdégeno, na parte aérea das plantas, estas foram acondicionadas em
casa de vegetacao (Figura 2B), onde realizou-se a nebulizagdao das plantas a fim de propiciar

microclima favoravel para infec¢ao dos microrganismos.

Figura 2 — Inoculag@o.

A) Detalhe da inoculagdo apo6s incisdo. B) Disposigdo dos tratamentos em casa de vegetagdo. Fonte: O autor.
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Para avaliagdo da influéncia dos biocontroladores na diminui¢do da severidade da
tuberculose em oliveiras, foi realizada uma avaliagdo 30 dias apdés a inoculagdo dos
microrganismos nas plantas, sendo que o peso damassa fresca e seca de caule e raizes foram
submetidos a andlise de varidncia ¢ as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5 % de
significancia utilizando o software SISVAR (FERREIRA, 2003).

Decorridos 30 dias ap6s a inoculagdo dos patdgenos nas plantas, foram realizados os
testes in vitro, fim de quantificar a possivel presenca de microrganismos endofiticos nos
fragmentos de caule. Os tecidos foram desinfestados segundo Viana et al. (2008),com alcool a
70% durante dois minutos, hipoclorito de sédio a 1% durante trés minutos, alcool a 70%
durante um minuto e por fim com trés lavagens consecutivas em agua destilada esterilizada.
Os fragmentos foram secos em papel de filtro esterilizado e transferidos para placas de Petri,
contendo meio de cultura LB, em condi¢des de assepsia as quais foram mantidas por 10 dias

em temperatura ambiente.

Figura 3 - Isolamento dos tecidos vegetais de Olea europaea L ap6s inoculagio.

A-F: Tecidos vegetais dos respectivos tratamentos. Fonte: O autor.

Decorridos 10 dias apds o acondicionamento das placas de Petri® contendo os
segmentos dos tecidos vegetais das plantas, as amostras foram submetidas a andlise de

variancia utilizando o software SISVAR (FERREIRA, 2003).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao realizar o teste de pareamento de culturas in vitro, observou-se que o crescimento
das linhagens de Bacillus sp. e Bacillus amyloliquefaciens possuiam potencial antagdnico
contra o agente causal da tuberculose Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi. Observando-se
os resultados das inoculacdes dos antagonistas in vivo em oliveira (Olea europaea L.) cultivar
“Cobrangosa”, pelos atributos de massa seca de parte aérea e massa seca de raiz, nota-se que
nao hé inibicdo do microrganismo teste. A dupla interacdo antagonista x Pseudomonas nao
demonstrou significancia a 5% de probabilidade (Tabela 3).

Tabela 3 - Resumo de analise de varidncia (ANOVA) das plantas apds inoculagdo com antagonistas e
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi.

FV GL QM

MFC MFR MSC MSR
Antagonista 2 11,78 ™ 26,77 "™ 4,34 s 0,11m
Pseudomonas 1 37,10 ™ 8,68 ™ 36,81% 4,62
Antagonista* Pseudomonas 2 3,57™ 16,00 ™ 0,33 20,60 ™
Erro 24 29,00 34,02 7,99 12,26
Total 29
CV% 28,55 34,13 23,87 37,63

CV = coeficiente de variagdo; " ndo-significativo pelo teste Tukey a 5 %;

A massa seca do caule foi influenciada significativamente para o tratamento em que
foi inoculado 2ul de Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi a 10* UFC/mL, o que ndo
condiz com o padrao de normalidade do experimento, uma vez que, em decorréncia das
condicdes experimentais de temperatura que no periodo de 1 a 20 de junho, o valor médio da
temperatura maxima do ar em Portugal continental foi de 31.2 °C, valor superior ao valor
normal em 5.8 °C, o efeito dos tratamentos ndo pdde ser constatado, logo o resultado de
aumento de massa seca do caule ndo foi devido a utilizacdo da Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi.

Trapero e Blanco (2004) afirmam que a temperatura Otima para ocorrer infecg¢ao
causada por Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi situa-se entre os 23 — 24°C, sendo que os
periodos de infeccdo mais provaveis ocorrem no outono € na primavera, nas infecgdes de
outono e inverno, o tumor ndo se produz até a primavera seguinte, enquanto nas infeccdes de
primavera e principio de verdo, pode desenvolver-se de 10 a 14 dias apds a inoculagdo. Isto
faz com que estas infeccdes se tornem mais perigosas, sobretudo quando coincidem com
temperaturas elevadas, chuvas e/ou umidade relativa superior a 80%, na presenca de

ferimentos.
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Ratificando com Tortora et al. (2000), Oliveira (2006) concluiu que em cultivos
realizados a 37°C, os tempos de cultivo sempre foram menores do que naqueles em que
Bacillus subtilis foi mantido a 30°C. Em estudos realizados por Carvalho (2005) com B.
subtilis R14, ¢ relatado que valores de velocidade maxima de crescimento microbiano a 37°C
¢ aproximadamente duas vezes maior que a 30°C, comprovando que a temperatura em que se
encontra o microrganismo ¢ um fator limitante.

Ressalta-se que embora os isolados no presente trabalho ndo terem obtido efetividade
nas plantas inoculadas, diversos autores comprovam a eficiéncia do controle biologico
utilizando microrganismos endofiticos, como Ludwig e Moura (2007) que avaliaram o efeito
de oito isolados bacterianos de Pseudomonas synxatha, Pseudomonas fluorescens (DFs223)P.
fluorescens DFs 306 (isolado de sementes de cebola), Bacillus subtilis, Bacillus sp. e
Stenotrophomonas malthophilia microbiolizados em sementes de arroz da cultivar “El Passo
L144” para controle da queima-das-bainhas do arroz, causada por Rhizoctonia solani. No
trabalho foram selecionados trés isolados como promissores no biocontrole, Pseudomonas
synxatha, P. fluorescens DFs 306 (isolado de sementes de cebola) com redugdes na
severidade da doenga atingindo 50, 33,3 e 16,7%, respectivamente. Estes isolados foram
utilizados nos ensaios posteriores, em casa devegetacdo e conduzidos até o ponto de colheita,
onde foi possivel observar o efeito biocontrolador do isolado P. fluorescens (DFs223),com
reducdes significativas na severidade da doenca chegando a 88 e 91,7% no segundo e terceiro
ensaios respectivamente.

Santos et al. (2006), investigaram o potencial de controle bioldégico da bactéria
Acidovorax avenae subsp. citrulli, causadora da doenga mancha aquosa em aveia, através da
microbiolizagdo das sementes com 4 isolados de Bacillus spp., que produziram compostos
ativos quando testados in vifro contra o patdgeno. Os resultados dos tratamentos de sementes
previamente infectadas pela bactéria alvo com o liquido fermentado produzido pelas sementes
inoculadas com Bacillus spp, permitiram avaliar a eficiéncia in vivo das quatro linhagens de
Bacillus spp.no controle da mancha aquosa. Tendo como destaque o isolado B. megaterium
pv. cerealis que reduziu a incidéncia da doenga em 89% e a severidade da mancha aquosa em
92,7%.

O controle biologico da bactéria Xantomonas axonopodis pv. phaseoli causadora do
crestamento bacteriano comum do feijoeiro foi avaliado com a utiliza¢do de quatro isolados
bacterianos obtidos a partir de plantas de feijao e de outros hospedeiros, sdo esses: os isolados
UFV-172 e UFV-75 de Bacillus cereus isolados do filoplano de um feijoeiro sadio, um

isolado de Pseudomonas putida(UFV-053) obtido de rizosfera de uma planta de feijao sadia e
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um isolado de B. cereus (UFV-101) isolado do filoplano de uma planta de tomate sadia.
Plantas de feijoeiro cv. “Pérola” tiveram seu filoplano atomizado com as suspensdes dos
antagonistas e apos 48 horas, as plantas foram inoculadas por atomiza¢cdo com uma suspensao
da fitobactéria. Os quatro antagonistas independente da origem do isolamento reduziram a
severidade do crestamento bacteriano em comparacao com o controle (GARCIA et al. 2008).

Maketon et al. (2008) investigaram a capacidade de biocontrole de Bacillus subtilis e
Trichoderma harzianum, sozinhos e em combinagdo, para trés patogenos do fumo, Ralstonia
solanacearum, Pythium aphanidermatum e Cercospora nicotiana,quando testados em
combinacdo demonstraram capacidade de controle dessas doengas.

Outros autores ainda comprovam a capacidade de espécies do género Bacillus em
promover o crescimento de plantas, podendo levar a uma rapida germinagdo da semente de
uma espécie vegetal, como relata Manjula e Podile (2005) em sementes de feijao-guandu que
quando tratadas com uma formulag¢do a base de B. subtilis(AF-1) em turfa e suplementada
com quitina, apresentaram aumento da emergéncia e peso seco das mudas de 29 a 33%.

Sementes de algodao, milho e soja quando expostas ao tratamento com bioformulado a
base de B. subtilis (PRBS1) também apresentaram incremento na emergéncia das plantulas.
Com o rapido desenvolvimento das plantulas, as plantas alcangaram o estadio adulto mais
cedo, e com isso permanecem menos tempo no campo, oque acarretar em um escape dos
patogenos presentes no solo e no ambiente externo (ARAUJO, 2008)

O sucesso da utilizacdo de B. subtilis na promog¢ao de crescimento de plantas estd
intrinsecamente relacionado com as caracteristicas bioldgicas deste microrganismo, que
apresenta facilidade de manter sua viabilidade em bioformulados. Assim, o potencial para o
incremento da produtividade, bem como a redugdo de doencas, tem se tornado evidente para
essa espécie (LANNA FILHO; FERRO; PINHO, 2010).

Os resultados das analises de avaliagdes da presenca de bactérias endofiticas nos
tecidos das amostras de plantas coletadas, ndo mostraram-se significativos quanto a presenca
de bactérias (p < 0,05), conforme tabela 4, o que corrobora para a ndo formagdo de tumores
nas plantas inoculadas com o patégeno.

Tabela 4 - Resumo de andlise de variancia (ANOVA) da avaliacdo da presenga de bactérias endofiticas nos
tecidos das amostras de plantas.

FV GL QM
Tratamento 5 ons
Erro 12 ons
Total 17
CV% 0

CV = coeficiente de variagdo; " ndo-significativo pelo teste Tukey a 5 %.
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Os candidatos a agentes de controle biologico e promotores de crescimento precisam,
segundo Santoyo et al. (2012), reunir caracteristicas como: crescimento rapido e colonizagio
de diferentes ambientes, capacidade de competicdo, utilizacdo de diferentes fontes de
nutrientes, sobrevivéncia sob estresse, sintese de metabolitos com alta atividade
antimicrobiana e, por fim, capacidade de promover crescimento em plantas. Desta forma, os
isolados aqui utilizados, possuem potencial para serem explorados neste sentido, a medida
que a avaliacdo do crescimento das bactérias em condi¢des in vivo seja realizada em épocas

em que as temperaturas oscilem entre 20-25°C.
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5. CONCLUSAO

Os agentes Bacillus amyloliquefasciens e Bacillus sp. de biocontrole a Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi, apesar de terem sido eficientes em condi¢des in vitro, quando
inoculadas in vivo ndo possuiram efetividade devido provavelmente a alta temperatura media
de 31.2 °C no periodo de avaliagdo em Portugal.

Os resultados obtidos neste trabalho deixam em aberto linhas para prosseguir a

investigacao e aplicacdo das estratégias apresentadas.
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