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RESUMO

SATOCHI, Raphael Abe da Silva. Potencial de bactérias extraidas do mangue para o controle
bioldgico de Rhizoctonia solani em soja. 2021. 84p. Defesa (Mestrado em Sanidade, Seguranca
Alimentar e Ambiental no Agronegdcio) — Instituto Biologico, Agencia Paulista de Tecnologia
dos Agronegdcios, Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de Séo Paulo, 2021.

A cultura de soja é afetada por uma variedade de doencas que resultam em danos econémicos
significativos. O fungo Rhizoctonia solani esté entre os fitopatdgenos que podem ocasionar
danos importantes na cultura, com sintomas de damping-off e queima das folhas. O controle
biolégico tem se apresentado como alternativa sustentavel para o antagonismo de
microrganismos patogenos. A bioprospeccdo de bactérias originadas de ambientes extremos
como 0s manguezais, pode elevar as chances de se buscar isolados com potenciais
biotecnoldgicos elevados, com caracteristicas exclusivas e pouco estudados. Sendo assim, o
objetivo deste trabalho foi isolar microrganismos presentes no solo de manguezais e avalia-los
no controle de R. solani. Amostras de solos do manguezal de Paraty (RJ) e Picinguaba (SP)
foram levadas ao laboratério para isolamento dos microrganismos. Inicialmente foi realizado
um screening com os isolados in vitro através do confrontamento direto em placa de petri. Apos
a selecdo, avaliou-se os efeitos dos filtrados bacterianos na inibi¢cdo micelial do fitopatdgeno.
Os melhores isolados foram selecionados para ensaios in vivo, nele verificou-se a eficiéncia dos
isolados no controle de R. solani por dois métodos de inoculacdo: embebimento e revestimento
das sementes de soja em solucdo contendo o caldo de crescimento bacteriano. Dois isolados
foram selecionados para teste em casa de vegetacdo, inoculados em sementes de soja. As
identificacbes moleculares foram realizadas por meio do sequenciamento parcial do gene 16S
rRNA. Dentre os 157 microrganismos isolados, apenas cinco foram selecionados para o ensaio
in vivo, por apresentarem altos niveis de inibicdo do fungo patdgeno em baixas concentragdes.
O método de aplicacdo in vivo utilizando sementes embebidas, demonstrou melhores
resultados, causando a diminuicéo da severidade da doenca em comparacao com as sementes
revestidas. Em casa de vegetacao, o isolado B. cepacia PR10 controlou com maior efetividade
o0s sintomas do fitopatdgeno, alem de apresentar estimulo positivo no desenvolvimento vegetal
de soja. Deste modo, conclui-se que os isolados obtidos através do sedimento de manguezal,

pode possuir potencial biotecnoldgico para o controle de R. solani.

Palavras-chave: Queima da folha. Mela da Soja. Damping-off. Manejo de doencas. Fungo

fitopatogénico. Manguezais. Glycine max. Controle bioldgico.
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ABSTRACT

SATOCHI, Raphael Abe da Silva. Potential of mangrove bacteria for the biological control of
Rhizoctonia solani in soybean. 2021. 84p. Defense (Masters in Health, Food and Environmental
Safety in Agribussiness) — Instituto Bioldgico, Agencia Paulista de Tecnologia dos
Agronegdcios, Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de S&o Paulo, 2021.

Due to its high production, the soybean crop is affected by a variety of diseases that result in
significant economic damage. The fungus Rhizoctonia solani is among the phytopathogens that
can cause significant damage to the crop, with symptoms of damping-off and leaf-burning.
Biological control has proven to be a sustainable alternative for the antagonism of pathogenic
microorganisms. Bioprospecting in extreme environments, such as mangroves, may present
microorganisms with biotechnological potential, with unique and little studied characteristics.
Thus, the objective of this work was to isolate microorganisms present in mangrove soils and
evaluate them to control R. solani. Samples of mangrove soils from Paraty (RJ) and Picinguaba
(SP) were taken to the laboratory for isolation of microorganisms. Initially, a screening of the
isolates was performed in vitro by direct confrontation in petri dishes. After selection, the
effects of bacterial filtrates on mycelial inhibition of the phytopathogen were evaluated. The
best isolates were selected for in vivo assays, where the efficiency of the isolates in the control
of R. solani was verified by two inoculation methods: soaking and coating of soybean seeds in
solution containing the bacterial growth broth. Two isolates were selected for testing in the
greenhouse, inoculated on soybean seeds. Molecular identifications were performed by partial
sequencing of the 16S rRNA gene. Among the 157 microorganisms isolated, only five were
selected for the in vivo assay, because they showed high levels of inhibition of the pathogenic
fungus at low concentrations. The in vivo application method using soaked seeds showed better
results, causing a decrease in disease severity compared to coated seeds. In the greenhouse, the
PR10 isolate more effectively controlled the phytopathogen symptoms, besides presenting a
positive stimulus on the soybean plant development. The molecular analysis revealed three
genera of bacteria: Burkholderia, Pseudomonas and Bacillus. Thus, conclude that the isolates
obtained from the mangrove sediment may have biotechnological potential to control R. solani.

Keywords: Leaf scorch. Soybean curl. Damping-off. Disease management. Phytopathogenic

fungus. Mangroves. Glycine max. Biological control.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é responsavel por cerca de 7% da producdo e exportacdo mundial na area
agricola (MAPA, 2017) e dentre as principais commaodities, a soja ocupa o segundo lugar, com
uma producgéo anual de 124,845 milhdes toneladas (CONAB, 2020). Dentre os principais
fatores limitantes de seu rendimento destacam-se as doencas responsaveis pelas grandes
variacdes na produtividade de uma safra para a outra (FENILI, 2001). A cultura de soja é
afetada por aproximadamente 40 doencas identificadas no Brasil, provenientes de fungos,
bactérias, nematoides e virus (CELESTINO et al., 2016). As doencas podem ser classificadas
devido a area de a¢do do patdgeno, como podridBes de sementes, de plantulas, de raiz, doencas
da haste e do colo e doengas foliares (BEN et al., 2015). A importancia econdmica de cada
doenca varia a cada ano e em funcéo das condicdes climaticas, porém alguns patdgenos podem

ocasionar perdas de quase 100% em areas de propagacdo. (CELESTINO et al., 2016).

Dentre as doencas fungicas, o fungo Rhizoctonia solani é um dos mais importantes
(MEYER, 2001), causando sintomas de damping-off e mela/queima da soja (EMBRAPA,
1999). Estd também associado a outras culturas como arroz, algoddo, feijoeiro, milho,sorgo e
caupi. (CAMARA, 1998; SOUSA, 2007). A proliferacdo do fungo é favorecida por
temperaturas entre 25°C e 30°C, sendo estritamente relacionada a distribui¢do das chuvas e a
consequente umidade do ambiente. Sua disseminacdo ocorre principalmente devido a respingos

de chuvas e por contato entre plantas (GODOY et al., 2014).

No controle da doenca, tem-se priorizado a aplicacdo de fungicidas quimicos como
tratamento de sementes, protegendo-as contra o fungo presente no solo durante a emergéncia
(GODOY, 2018). Dificuldades para aplicacdo de fungicidas nas partes aéreas e a resisténcia
induzida aos produtos quimico restringe sua eficiéncia apenas ao uso preventivo
(MEYER,2001). O uso indiscriminado de produtos quimicos para o controle de fitopatégenos
tem sido amplamente investigado e discutido nas Ultimas décadas, devido a sua influéncia
ambiental negativa, aumentos dos custos de producdes e a possibilidade de ocasionar problemas
a saude humana (LUCON 2009).

Buscando uma agricultura mais sustentavel e ecoldgica, o uso de microrganismos vem
ganhando espaco com efeitos benéficos para diferentes culturas. De acordo com Andreote
(2017), a simbiose estabelecida entre as plantas e os microrganismos podem fornecer a planta
diferentes mecanismos de defesa diante de diversos patdogenos e condicdes estressantes,

influenciando diretamente a salde e produtividade do vegetal.



Microrganismos de ambientes extremos podem possuir caracteristicas potenciais de
interesse biotecnoldgico, devido a presenca de caracteristicas diferenciais. Sendo assim, 0s
manguezais sdo considerados ambientes extremos por apresentar salinidade entre 5 e 30%. E
considerado um ambiente rico em matéria organica, porém deficiente em nutrientes,
especialmente nitrogénio e fdsforo, sendo a atividade microbiana responsavel pelas
transformac0es e disponibilidade de nutrientes dentro do ecossistema (ALONGI et al., 1993,;
HOLGUIN et al., 1999). Desta forma, 91% da biomassa microbiana total em manguezais
tropicais € constituida por bactérias e fungos (ALONGI et al., 1993).

Portanto, a bioprospecgéo desses microrganismos pode permitir a descoberta de isolados
potenciais para 0 uso agricola, com mecanismos que promovam o crescimento vegetal e atue

no controle de pragas e doencas.

2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Selecionar bactérias oriundas do litoral de Sao Paulo e Rio de Janeiro com poténcial

para o controle do fitopatdgeno R. solani
2.2. Especificos

e Comparar a agdo inibitoria in vitro dos filtrados bacterianos sobre o crescimento
micelial de R. solani;

e Avaliar os isolados selecionadas quanto ao potencial para controle do fungo Rhizoctonia
solani nas sementes de soja em laboratério, pelo revestimento da semente com goma
Xantana mais o caldo da bactéria e pelo seu embebimento no caldo da bactéria;

¢ Avaliar os isolados selecionadas quanto ao potencial para controle do fungo Rhizoctonia
solani nas sementes de soja em casa de vegetacdo, pelo embebimento das sementes no

caldo da bactéria e pela aplicacdo do caldo no substrato de plantio.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA



3.1. Producdo da cultura de Soja

Atualmente, a producdo mundial do setor agricola na area de soja é comandada pelo
Brasil, com uma producdo anual de 124,8 milhGes de toneladas, seguido do Estados Unidos
com uma producdo anual de 96,676 milhdes de toneladas (CONAB, 2020; USDA, 2020). No
Brasil, a area utilizada para o cultivo da Soja compreende cerca de 36,9 milhGes de hectares,
sendo o estado do Mato Grosso o maior produtor, com uma area plantada de 10 milhdes de
hectares, conforme o levantamento sistemético da produgdo agricola realizado pelo IBGE em
2020.

Segundo projeces realizadas pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento
(MAPA, 2017), estima-se que a soja brasileira, em 2033/2034, sera responsavel por cerca de

43% nas exportacBes nacionais de grdos para 0 comeércio mundial.

A soja se inclui no grupo dos alimentos completos, pois em sua composi¢ao encontra-
se 42% de proteinas, 33% de carboidratos, 20% de lipidios e 5% de residuos, além de vitaminas
e sais minerais essenciais a saude humana, (MAGNONI, 2002). As proteinas sdo classificadas
devido a composicao quantitativa de aminoacidos essenciais, no qual o organismo nédo produz
e precisa ser adquirido através da alimentacdo. A soja possui altas concentracdes desses

aminoéacidos quando comparados a outros vegetais, (AMARAL, 2006).

Os produtos provenientes da soja podem ser classificados em quatro grupos de acordo
com seu processamento: Produtos ndo desengordurados, como leite de soja e 0 extrato de soja;
Produtos de farelo desengordurados, provindos da trituracdo de grdos como farinhas e farelos;
Produtos de 6leo bruto, onde incluem-se 6leos comestiveis e margarinas e 0s alimentos naturais,
podendo ser fermentados ou ndo fermentados, como o shoyo e gréos frescos verdes
respectivamente, (AMARAL, 2006).

O avanco das tecnologias de processamentos possibilitou novas utilizagcdes da cultura
disponiveis no mercado, sendo como matéria prima para diversos subprodutos, (CARRAO-
PANIZZI, 2011). O grédo da soja origina diversos subprodutos: adesivos e nutrientes,
formulador de espumas, fabricacdo de fibras, adubos, revestimentos, emulsdo para tintas,
alimentacdo animal e outras aplica¢des. (EMBRAPA-SOJA, 2001).

Estudos que visam o desenvolvimento de tecnologias aplicadas ao campo, bem como o

aumento da produtividade e a reducdo dos custos vem sendo desenvolvidos ao longo dos anos,



porém um dos maiores desafios encontrados € a utilizacdo de sementes sadias, livres de
patdgenos, que possam reduzir o potencial germinativo, do vigor e da emergéncia, do periodo

de armazenamento e danos econdmicos para a safra (SOUSA, 2016).

3.2. Doengas da soja

Devido a sua grande é&rea cultivada, a soja é afetada por diversas doencas.
Aproximadamente 40 doencas provenientes de fungos, bactérias, nematodides ou virus ja foram
identificadas no Brasil (CELESTINO et al., 2016). As doencas podem ser classificadas devido
a area de acao do patdgeno, como podriddes de sementes, de plantulas, de raiz, doencas da haste
e do colo e doengas foliares (BEN et al., 2015). A importancia econdémica de cada doenca varia
a cada ano e em funcdo das condicdes climaticas, porém alguns patégenos podem ocasionar
perdas de 15% a 20%, no entanto, algumas doencas podem ocasionar perdas de quase 100%
(CELESTINO et al., 2016).

S&o conhecidos diversos fungos que podem atacar a cultura, principalmente em
ambientes com maior umidade, entre eles Aspergillus, Colletotrichum, Fusarium, Penicillium
e Rhizopus. (BEN et al., 2015). Entre os principais patdgenos de importancia econémica na
cultura da soja, 0o género Rhizoctonia estd frequentemente relacionado ao tombamento,
podriddo da raiz e da base da haste, morte em reboleira e mela ou requeima de soja (FENILLE,
2001).

3.3. Rhizoctonia solani

Caracteriza-se como Rhizoctonia solani quando apresenta reproducdo assexuada e,
guando apresenta estruturas de reproducdo sexuada, denomina-se Thanatephorus cucumeris,
pertence ao Reino Fungi, Filo Basidiomycota, Classe Basidiomycetes, Ordem Ceratobasidiales,
Familia Ceratobasidiaceae (FENILLE 2001, apud HAWKSWORHT et al., 1995).

O género Rhizoctonia foi descrito pela primeira vez na Franca, pelo micologista De
Candolle (1815), onde observou a caracteristica fitogénica relacionada preferencialmente as
raizes. Sua estrutura foi classificada como um fungo nédo esporulante que produz filamentos de
hifas a partir de esclerddios (SNEH et al., 1991).

Desde a descoberta do género, cerca de 120 espécies foram registradas em diversas
culturas e paises, considerado como um grande e diversificado complexo grupo de fungos
(FENILLE et al., 2002). Segundo Botellho et al. 2001 (citado por CASTRO, 2007), o fungo do



género Rhizoctoia solani possui propriedades fitopatdgenas em diversas culturas, sendo
considerado como um fungo cosmopolita e que ocasiona doencas de relevancia econémica na
maioria das plantas cultivadas em todo o mundo. As principais vias de identificacdo
morfologica dessa espécie se dao pela observacdo das seguintes estruturas: ramificacdo em
angulo de 90° proximo ao septo distal das hifas jovens; presenca de apenas um septo na
ramificacdo da hifa em seu ponto proximal; auséncia de conidios; entre outros aspectos
morfologicos do fitopatégeno (FENILLE, 2001).

3.3.1. Rhizoctonia solani em soja.

Dentre as doencas ocasionadas em soja, a mela da soja caracteriza-se por afetar toda
parte aérea da planta, independentemente de seu estagio de desenvolvimento, ocasionando a
queda das folhas e peciolos, auxiliando na propagacdo da doenca por contato. Inicia-se com
pequenas lesdes com aspecto encharcado, podendo evoluir para a necrose foliar (Figura 1). Nos
tecidos mortos o fungo desenvolve teias de micélios com a producao de esclerddios, adquirindo
um aspecto de coloracdo castanho-claro a castanho-escuro (Figura 1). Infeccdes nas hastes e
nas vagens resultam em lesbGes castanho-avermelhadas, ocasionando grandes manchas e
reboleiras na cultura, (FENILLE,2001).

Figura 1. Sintomas da mela da soja ocasionadas por Rhizoctonia solani : A- Teias de micélios
com a producdo de esclerédios ; B- Encharcamento do limbo foliar. Autor: SCHWARTZ, 2008.

Além da necrose foliar, o fitopatdgeno pode originar os sintomas de tombamento ou
damping-off, caracterizado pelas lesGes na haste e peciolos da planta, ocorrendo entre a pré-
emergéncia e 30 a 35 dias apds a emergéncia, sendo favorecido por temperaturas e umidades

elevadas. Na fase de plantula, é possivel observar o anelamento da haste ao nivel do solo,



proveniente da degradacéo dos tecidos pelas enzimas produzidas pelo fungo, no qual resultara
na podridao aquosa de coloragdo castanha e o consequente tombamento (Figura 2). O sistema
radicular € totalmente comprometido, adquirindo uma coloracéo castanho-claro e se soltando
com facilidade (GODOQY et al., 2014), ocasionando uma reducéo dréastica na producdo de soja,
entre 31 a 60% (YORINORI, 1998)

Figura 2. Sintomas de damping-off ocasionadas por R. solani : A- Podridao aquosa e lesdes na
haste; B- Anelamento na base e tombamento da planta. Autor: SARAN, 2017.

Como alternativas de controles, estudos vem demonstrando a utilizacdo de técnicas de
manejo integrado, bem como aplicacdo de produtos biologicos baseando-se nas diversidades de
microrganismos, rotagdes de culturas ndo hospedeiras, consércios de produtos quimicos com
bioldgicos, rotacdo de ingredientes ativos, entre outros. Apresentando reducBes nos usos de
agroquimicos para o controle de fitopatégenos (LANA FILHO, 2010).

3.3.2. Monitoramento da doenca

Antes de aferir qualquer medida de controle, € necessario realizar 0 monitoramento
dos indices de incidéncia da doenca na cultura. O acompanhamento desde o inicio do
desenvolvimento da soja € de vital importancia, fornecendo ao produtor a oportunidade de
iniciar o controle logo ap6s os primeiros sintomas ou preventivamente (IAGRO, 2018). Para
se estabelecer os indices de incidéncia, é necessario que haja um levantamento histoérico da
doenca na area, e na regido ao redor, bem como as informagdes de chegada da doenga na
regido, sendo estes aspectos fundamentais para a aplicacdo do manejo. Segundo Fabiano

Siqueri (2018), uma das alternativas para 0o monitoramento de doencas fungicas, é a



implantagdo de campos de monitoramento nas lavouras de soja, onde delimita-se pequenas
areas com cerca de 25 m2, semeadas previamente com 15 a 20 dias antes a época de
semeadura normal. Esta técnica possibilita determinar previamente a incidéncia da doenca
na cultura, evitando que ocorra aplicacdes desnecessarias e favorecendo a efetividade do

controle, com a aplicagéo do controle preventivo.

3.3.3. Alternativas de controle

Atualmente as préaticas de controle baseiam-se na aplicacéo de fungicidas de origem
quimica (AGROFIT, 2018). Os principais grupos quimicos utilizados para o controle de R.
solani sdo: Benzimidazdis, triazdis e estrobilurinas. Os benzimidazéis sdo fungicidas de
origem sistémica que possuem afinidade com o vegetal e a capacidade de ser translocado no
interior do hospedeiro a locais distantes do local de aplicacdo, ndo afetando os tecidos
vegetais. Seu método de acdo consiste na inibicdo da sintese de DNA, atuando no processo
mitotico (BALADIN, 2015). O grupo quimico dos triazois sdo também fungicidas
sisttmicos que possuem alta capacidade antiflngica, devido a sua rapida absorcéo e elevado
efeito residual. Atuam na inibicdo da biossintese de esterois e 0 consequente rompimento da
membrana celular. As estrobilurinas sdo grupos quimicos de origem mesostémicas que
possuem afinidade com as substancias lipidicas da superficie da planta, sendo absorvidas
pela camada cerosa, apresentando atividade translaminar, e com minima ou inexistente
translacdo vascular (BALADIN, 2015).

Atualmente o método mais utilizado é a aplicagcdo em consdércio dos grupos quimicos
triazois e estrobilurinas, no qual apresenta efetividade em uma maior gama de doencas
fangicas, devido aos diferentes mecanismos de acdo dos grupos quimicos, controlando
fungos Ascomycetos, como o Oidio; Basidiomycetos (R. solani, Phakopsora sp ,etc);
Deuteromycetos (Cercospora spp, Alternarias spp, etc) e Oomicetos.(Mildios, requeimas,
et). (ENGENHARIA DE BIOSSISTEMAS, ESALQ. 2016).

Com o objetivo do desenvolvimento de novas técnicas que favoregcam a otimizacao
dos sistemas agricolas, o uso do controle bioldgico tem ganhado espaco devido a sua
efetividade a agentes patogénicos e a reducdo dos custos agricolas. (LANA-FILHO, 2010).
O efeito antagbnico exercidos pelos agentes bioldgicos contra fungos fitopatdgenos, provém
da capacidade de degradacdo da parede celular fungica por hidrolases secretada pelos

microrganismos. As quitinases e glucanases sdo 0s principais componentes estruturais desta



parede celular, podendo ser importante no controle biolégico desses fitopatdgenos
(Kulminskaya et al., 2001). A utilizacdo de microrganismos para o controle de R. solani, j&
foi evidenciada em diversos trabalho, como o observado por Dias e colaboradores (2013),
onde isolados de Trichoderma sp. controlaram os sintomas de damping-off de poés
emergéncia em 86,3%, na cultura de alface. O tratamento de sementes com produtos
bioldgicos também ja foi relatado por AGOSTINI (2009), onde sementes inoculadas com
isolados de Bacillus subtilis reduziram a incidéncia da mela da soja em 65%. A co-
inoculacdo de dois agentes microbiologicos B. subtilis e Bradirhizobium japonicum
demostraram maior eficécia quando avaliados os sintomas de dampping-off e de promoc¢éo
de crescimento na cultura de soja (YUMING, 2003). Em um experimento conduzido por
Resmuska e Pria (2007), onde avaliaram o efeito dos agentes antagénicos B. thuringiensis e
Trichoderma sp. no crescimento micelial sobre Rhizoctonia solani, foi possivel observar que
os isolados de B. thuringiensis mostrou-se mais eficiente que os isolados de Tricoderma sp.
no controle bioldgico de R. solani. Em um outro experimento conduzido por Knaak et al.
(2007), avaliaram as proteinas sintetizadas por Bacillus thuringiensis relacionadas ao efeito
antagbnico diante de fungos fitopatogénicos, e constataram que as proteinas CrylAb e
CrylAc, reduziram o crescimento micelial dos fungos R. solani, P. grisea, F. oxysporum e
F. solani durante sete dias ap6s a incubacgdo, onde houve diferenca significativa (P<0,05).
Contudo, os efeitos antag6nicos provenientes de agentes bioldgico, fornecem alternativas ao
uso de fungicidas quimicos, tendo em vista 0 incremento da emergéncia das plantulas,

podendo aumentar a produtividade agricola e inibir a incidéncia de doencas radiculares

Segundo o AGROFIT (2020), atualmente no mercado ndo ha nenhum produto de
origem microbioldgica registrado para o controle de R. solani para a cultura de soja, sendo

necessario a identificacdo de novos agentes de controle.

3.3.4. Tratos culturais

As doencas causadas por R. solani, podem ocorrer em qualquer estadio da cultura. Suas
maiores severidades dependem de fatores como clima, cultivares, quantidade de indculo do
patogenos, estrutura e fertilidade do solo, dentre outros (ITO, 2013). Porém um dos principais
aspectos para prevencdo dos sintomas, sem duvidas é o vigor da planta. A utilizacdo de

sementes certificadas de boa qualidade sanitéria e fisioldgica, que combinados a nutricéo



equilibrada, principalmente com K, S, Zn, Cu e Mn, sdo medidas inicias que fornecerdo uma
maior efetividade na defesa do vegetal (HENING, et al., 2014)

Contudo, apos o surgimento da doenca, devem-se adotar medidas integradas que visam
a diminuicdo ou o controle do fitopatdgeno, como a implementacdo das rotaces de culturas
ndo hospedeiras, eliminacdo de plantas daninhas e restos culturais, adequagéo de populacdo de
plantas, o controle quimico com fungicidas consorciado ao controle bioldgico, entre outros
métodos. (HENING, et al., 2014)

Um dos métodos culturais utilizados é a alteracdo do pH do solo. Em um experimento
conduzido por Chet e Baker (1980) o pH do solo foi alterado de 8,1 para 5,7 e 6,5, observando
a reducdo dos sintomas de dampping-off em plantulas de alfafa, beterraba e rabanete.
Constataram também que meios de culturas variando de 6,5 a 7,5 propiciaram melhor

crescimento fangico, demonstrando assim afinidade por meios com pH neutro.

Solos supressivos se apresentam como outra alternativa ao controle de
fitopatdgenos. A supressividade natural dos solos estdo relacionados com suas propriedades
quimicas, biologicas e fisicas, onde sdo classificados de acordo com a atividade do
fitopatdgeno , podendo ele ndo se estabelecer; se estabelecer e ndo produzir doenca ou se
estabelecer e causar uma doenca temporaria, vindo ao declinio ap6s um certo periodo
(BETTIOL, 2005). A supressividade de diferentes solos a R. solani, ja foi descrito por
GHINNI (2001), onde avaliaram sete tipos de solos, provenientes de pastos, pousio, mata ,
solo cultivados com cana-de-agucar, milho e café. Os provenientes do pasto e pousio,
seguidos da mata, foram os solos mais supressivos, enquanto que os solos provenientes de
areas de cultivo de cana-de-agucar, milho, café e solo arado foram os mais conducentes. Os
resultados obtidos se assemelharam a Schneider (1982), onde solos ecologicamente
balanceados apresentam-se como supressivos, devido aos constituintes fisico-quimicos e
microbianos do solo serem mais estaveis. Altos niveis de aluminio também estdo
relacionados com a supressividade natural de alguns solos a R. solani (KOBAYASHI; KO,
1985).

As técnicas de rotagdes de culturas devem sem empregada com cautela, devido a
alta habilidade de competicdo saprofitica do fitopatégeno, mantendo-se vidvel em varios
tipos de culturas. No entanto recomenda-se o plantio prévio de gramineas ndo hospedeiras,
visando a diminui¢do do inoculo (BACCHI; GOULART; DEGRANDE, 2001).



O controle quimico deve ser utilizado como ultima alternativa, apds emprego de
todas as inovagdes tecnoldgicas disponiveis (ITO, 2013), porém sua maior eficiéncia se da
quando aplicado antes da severidade atingir o nivel de 10% da area foliar atacada.
(HENING, et al., 2014).

3.4.Controle Biologico

Uma das possiveis limitagdes da produtividade agricola de maior destaque € a
ocorréncia de diferentes patdgenos (REIS et al., 2001) Desta forma, o uso intensivo de
defensivos agricolas e fertilizantes pode acarretar em aumento do custo de producao. Além
disso, 0 uso destas substancias pode ser nocivo ao ambiente, reduzindo a qualidade e a
sustentabilidade do solo (YANG et al., 2007).

Segundo dados da Organizacéo Internacional do Trabalho/Organizacdo Mundial da
Saude (OIT/OMS), estima-se que em paises em desenvolvimento, ocorrem anualmente 70
mil intoxicagcOes agudas ou cronicas, as quais, consequentemente ocasiona elevado
investimento para a saide humana, ambiental e agricola. No Brasil, houve aumento de 700%
no uso de agrotoxicos no periodo de 1970 a 2000, resultando em aproximadamente 1 bilh&o

de litros de agrotoxicos utilizados anualmente (SINTOX, 2017).

A busca por novas estratégias que visam a diminuic¢ao do uso de insumos quimicos

tem sido apontada como prioritéria devido aos impactos negativos sobre 0 meio ambiente.

Contudo, o efeito biocontrolador de patdgenos exercidos por microrganismos, pode
ser resultado da acdo de mecanismos tais como a producao de acido cianidrico, antibiéticos,
competicdo por espaco, Fe+3 e outros nutrientes, parasitismo, inducdo de resisténcia e
protecdo cruzada (MARIANO et al., 2004).

Devido a estas relagcdes biologicas, varios microrganismos ja foram identificados
como agentes de controle biologico (GNANAMANICAKAM, 2002) apresentando-se como
uma alternativa ecologicamente viavel (SOUSA et al., 2009; COMPANT et al., 2005).

Fungos e alguns isolados bacterianos tem grande utilidade no controle de pragas.
O género Bacillus representa a principal bactéria comercializada para o controle bioldgico
de diferentes pragas (MAZZUCHELLI, 2015). As actinobactérias apresentam
caracteristicas favoraveis como promotores de crescimento vegetal, e também potencial com
agentes de biocontrole contra diferentes patdgenos (BHATTACHARYYA; JHA, 2012).
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Os fungos estdo entre os maiores e mais diversos organismos fitopatdégenos de solo,
e dentre eles o género Rhizoctonia é caracterizado por causar perdas econdmicas em diversas
culturas. No Brasil, existem atualmente 47 fungicidas de origem quimica registrado no
Sistema de Agrotoxicos Fitossanitarios (AGROFIT) para o controle de R. solani em soja,
no qual visa em sua maioria o tratamento das sementes. Alguns estudos tém apresentado
microrganismos que se demonstraram eficientes na inibicdo do fitopatogeno. Dentre os
microrganismos estudados encontram-se fungos do género Tricoderma (DIAS, 2013) e
diversas bactérias isoladas do solo como rhizobactérias (LUCON, 2013) e actinobactérias
(GOUDJAL, 2014).

No entanto, mesmo que seja demostrado ser uma alternativa viavel, muito ainda
precisa ser feito para que esses microrganismos de fato sejam empregados. Portanto, o
melhor entendimento do modo de a¢do e maneiras mais adequadas para a aplicagéo de tais
organismos, pode contribuir com resultados mais eficientes quando reproduzidos em

condicdes de campo.

3.5. Manguezais

Os manguezais, inicialmente definidos pelo naturalista britanico Alfred Russel
Wallace (1878) como florestas de margens dos mares tropicais; Sdo ecossistemas altamente
produtivos e tipicos de areas estuarinas tropicais e subtropicais, cujas distribuicdes
biogeogréaficas estdo limitadas a regides costeiras, apresentando-se como ambientes de
transicdes entre as areas terrestres, marinhas e de dgua doce (HOLGUN et al., 2001; GIRI
et al., 2011). Podem ser encontrados em diversas condigdes ambientais, sendo localizados
em enseadas, desembocaduras de rios, lagunas, as margens de baias e reentrancias costeiras,
onde ocorra o encontro de aguas doces com a marinha (SCHAEFFER-NOVELLI et al.,
2000).

A area total estimada dos manguezais é de 4,1 milhdes de hectares, distribuidos em
123 paises e territorios (SPALDING, COLLINS, 2010). As maiores extensdes s&o
encontradas na Asia (42%), Africa (20%), América do Norte e Central (15%), Oceania
(12%) e Ameérica do Sul (11%) (Figura 3). Cerca de 75% de toda extensdo dos manguezais
estdo concentrados em apenas 15 paises e nas Américas, onde 41% da &rea total estdo
acomodados na Indoneésia, Brasil, Australia e México (GIRI et al., 2011). O Brasil é

considerado o segundo maior pais que abriga esse ecossistema, representando 8,5 % da area
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total encontrado no mundo (13.000 km?), atras apenas da Indonésia com cerca de 20,9%
(GHIZELINI et al., 2012; GIRI et al., 2011; SPALDING & COLLINS, 2010; ANDREOTE
etal., 2012; GHOSH et al.,2010).

MANGROVE I—
SPECIES 1-2 3-4 5-8 9-12 13-16 1720 21-25 26-35 36-40 41-47

Figura 3. Distribuicdo global de mangues, e respectiva diversidade vegetal. Fonte: US
Department of Commerce (2014).

No Brasil, os manguezais recobrem grande parte da costa nacional, banhando os
litorais de 16 Estados (Figura 4). Sua distribuicdo estende-se desde a cidade de Cabo Orange,
no Estado do Amap4, até a cidade de Laguna, localizada no Estado de Santa Catarina
(Schaeffer-Novelli, 1995). Contudo, sdo relatadas apenas sete espécies arboreas de
ocorréncia nos manguezais brasileiros, distribuidos em quatro géneros: Rhizophora,
Avicennia, Laguncularia e Conocarpus (SCHAREFFER-NOVELLI,2000).
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Figura 4. Distribuicdo das areas de manguezais no Brasil, e as respectivas espécies vegetais
encontradas. Fonte: US Department of Commerce (2014).

Os manguezais possuem grande importancia na manutencdo da biodiversidade
marinha, fornecendo matérias organicas para areas costeiras adjacentes que posteriormente
irdo atuar como fonte de nutrientes, sendo a base de uma extensa cadeia alimentar. Como
complemento, os manguezais fornecem alimentos e abrigos para crustaceos, moluscos
peixes e passaros (Holguin et al., 2001), além de protagonizar o papel de bercario para
algumas espécies (CUNHA-LIGNON et al., 2009). Segundo Spalding et al., (2010) Existem
9 ordens, 20 familias, 27 géneros e mais de 70 espécies de animais e vegetais associado aos

manguezais no mundo.

Além dos aspectos na biodiversidade marinha, os manguezais desempenham
um papel importante como barreiras de protegdo contra catastrofes naturais (ciclones e
tsunamis), além de evitar a erosdo do solo pelas marés, reduzir o assoreamento dos portos e
diminuir os impactos oriundos da lixiviacdo de compostos quimicos (BAIRD et al., 2009;

DAS et al., 2009). Estudos recentes apontam que 0S manguezais possuem niveis mais
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elevados de produtividade primaria quando comparadas as demais florestas tropicais e
subtropicais. Mesmo em florestas de baixa estatura, sua biomassa pode ser elevada, devido
a uma grande parte vegetal ficar abaixo do nivel do sedimento (OTTONI, 2015). Contudo,
esses fatores consorciados a capacidade de estocagem de carbono organico no sedimento,
podem desempenhar um papel importante nas reducdes das cotas de carbonos influenciando
diretamente nas mudangas climaticas (SPALDING & COLLINS, 2010).

Dentre as principais caracteristicas dos ecossistemas de manguezais estdo
relacionados a alta salinidade, elevado teor de matéria orgéanica e a deficiéncia de alguns
nutrientes, especialmente o nitrogénio e o fosforo (ALONGI et al., 1994; HOLGUIN et al.,
1999). Esse ecossistema esta sujeito a diversas variagdes em um curto periodo de tempo,
passando por condicOes secas a alagadas em questdo de horas, que podem ocasionar
alteracdes nos teores de salinidade, na aeracdo do solo, na alteracdo do pH, entre outros.
(BARKER, 2009).

As constantes mudancas presentes neste ecossistema, controlam diversos
processos, como 0s ciclos biogeoquimicos os ciclos metabolicos e as dispersdes
microbianas, afetando uma complexa gama de interacdes que influenciam o ambiente
(CADETE, 2014). As consequéncias destas mudancas sdo evidenciadas em diferentes
comunidades, a exemplo das comunidades arbdreas dos manguezais, dotadas de estruturas
especializadas como pneumatoforos e alteracdes nas raizes, que influenciam diretamente
nas caracteristicas dos solos (DIAS et al., 2011; LIMA et al.,2013). Essas plantas apresentam
capacidade de tolerancia a salinidade e fornecem ao ambiente nutrientes e oxigenacao
resultantes dos seus processos metabolicos (FERREIRA et al., 2007; KRAUS et al., 2014).

Assim como as comunidades arbéreas, as microbianas dispdem de adaptagdes
necessarias para a sobrevivéncia neste ambiente, o que lhes confere vias metabdlicas Unicas
(THATOI et al., 2013). Os microrganismos sao responsaveis pelas maiores transformacdes
de nutrientes dentro dos manguezais (HOLGUIN et al., 2001), sendo fundamentais na
manutencdo da produtividade e na conservacao e recuperacdo de areas impactadas (OTTON,
2010). A maior parte dos microrganismos presentes no mangue € constituida por bactérias
e fungos (91%), seguidas de algas (7%) e protozoarios (2%) (GHIZELINI et al., 2011).

Nos manguezais, 0S microrganismos Sdo responsaveis por varios processos de
transformacdes e ciclagem de nutrientes, sendo fundamentais para o funcionamento desse
ecossistema. Sdo associadas também aos processos de ciclagens do carbono, do enxofre e

do nitrogénio; além de estarem envolvidos em processos fotossintéticos, na solubilizacdo do
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fosfato, reducdo de sulfato, e na producdo de substancias antibidticas ou enzimas de
interesses comerciais (ABRAHAM et al., 2004; SANTOS et al., 2011; DIAS et al., 2012;
TAKETANI et al., 2010; VARON-LOPEZ et al., 2014).

Neste contexto, as enzimas apresentadas por estes microrganismos apresentam um
grande potencial, estando frequentemente relacionados a bioprocessos industriais, sendo
constantemente necessarias a prospeccdo de novas estruturas que possam fornecer maiores
versatilidades e vantagens processuais, além de impactar o mercado econdmico com a
competicéo de produtos (ADRIO & DEMAIN,2014). A demanda crescente dos mercados
por produtos derivados de bactérias levaram a exploracao para 0s manguezais, expandindo
as descricdes de novos metabdlitos, onde em 2014, foram possivel a obtencdo de 23 novas
moléculas de interesse comercial, entre eles a Mangromicina A, exibindo uma potente
atividade antitripanossdmica e sequestrante de radicais (NAKASHIMA et al., 2014,
SECCON, 2016). De toda a diversidade biologica bacteriana descrita, cerca de 45%
possuem acao antibiotica, sendo que 38% foram obtidas de sedimentos (KELECOM, 2002).
Isto faz com que os sedimentos marinhos sejam extremamente potenciais na prospeccao de
metabolicos oriundo de bactérias (SECCON, 2016).

Apesar de todas as importantes funcionalidades exercidas pelas atividades
microbianas, suas diversidades taxonomicas e funcionais sdo pouco exploradas, estimando-
se que apenas 5% da diversidade total tenham sido descritos (THATOI et al., 2013).

15
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4. MATERIAL E METODOS

4.1.1. Coleta das amostras de solo

Amostras de solo foram coletadas em areas de restinga, mangue seco, mangue molhado
e mar aberto nos estados de S&o Paulo e Rio de Janeiro, consideradas com baixa influéncia
humana. Em Sao Paulo, as amostras de solo foram obtidas no Parque Estadual Serra do Mar,
nucleo Picinguaba, localizada na cidade de Ubatuba, litoral norte de S&o Paulo. No Rio de
Janeiro as amostras foram coletadas na cidade de Paraty, litoral sul do estado. Para cada coleta,
uma grama de solo foi colocado em tubos de ensaio contendo 9 ml de solugéo salina (0,85%
NaCl), agitados por 5 minuto em agitador Vortex, a fim de promover a liberacdo e
homogeneizacdo da suspensdo bacteriana. Em seguida, foram realizadas diluices em série até
10*. Aliquotas de 0,1 ml das ultimas diluicdes foram plaqueadas em meios especificos para
selecdo de bactérias de acordo com Melo e Valarini, (1995), utilizando o meio Tryptone Soya
Agar (TSA) para o isolamento de bactérias e 0 meio de Glucose Yeast (GY) para o isolamento
de actinobactérias. Apo0s o crescimento, os foram purificadas e mantidas em placas para
andlises posteriores. Um total de 157 bactérias foram isoladas e avaliadas quanto ao potencial
para controle do fitopatdgeno R. solani.

4.1.2. Isolamento de bactérias

Para o isolamento das bactérias, uma grama de solo foi colocado em tubos de ensaio
contendo 9 ml de solucdo salina (0,85% NaCl), posteriormente foram agitados por 5 minuto em
Vortex a fim de homogenizar a suspensdo bacteriana. Em seguida, foram realizadas diluicdes
em série até 10 Aliquotas de 0,1 ml das ultimas diluicbes foram plaqueadas em meios
especificos para selecdo de bactérias de acordo com Melo e Valarini (1995). Utilizou-se o meio
Tryptone Soya Agar (TSA) para o isolamento de bactérias e o meio de Glucose Yeast (GY)
para o isolamento de actinobactérias (Yang et al., 2008). Apoés o crescimento, os isolados foram

purificadas e mantidas em estufas a 25°C.

4.1.3. Preparacdo dos meios de cultivo para o crescimento das bactérias
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4.1.4. Tryptic Soy Agar (TSA)

O Meio de cultivo Tryptic Soy Agar (TSA) sélido foi enriquecido com Cloreto de sdio a

1%, e acrescentou-se 0s seguintes ingredientes:

. H20 destilada 1000 mL
. Glucose monohidratada 259

. Cloreto de Sadio 1509

. Hidrogenofosfato dipotassico 250

. Peptona de caseina 17¢

. Peptona de soja 39

. Agar 159

Para o cultivo em meio sélido, os ingredientes foram colocados em frascos erlenmeyer
de 1L e homogeneizados, esterilizado por 15 minutos a 120°C em autoclave. Posteriormente
foram vertidos 20 mL em placas de Petri de acrilico, de 90X15 mm, em céamara de fluxo
laminar. O meio solidificado foi armazenado em geladeira, com temperaturas de 6 a 10 °C. Para
o cultivo em meio liquido, ndo houve a adicéo de Agar, sendo todos os ingredientes colocados

em frascos erlenmeyer de 250 mL e esterilizado conforme descrito.

4.1.5. Glucose Yeast (GY)

O Meio de cultivo Glucose Yeast (GY) sélido foi enriquecido com Cloreto de sodio a 1%,

e acrescentou-se 0s seguintes ingredientes:

. H20 destilada 1000 mL
. Glucose 10g
. Extrato de Levedura 10g
. Agar 15 g
. Cloreto de Sadio 10g

Os ingredientes foram colocados em frascos erlenmeyer de 1L e homogeneizados,

esterilizado por 15 minutos a 120°C em autoclave. Posteriormente foram vertidos 20 mL em



18

placas de Petri de acrilico, de 90X15 mm, em cadmara de fluxo laminar. O meio solidificado foi
armazenado em geladeira, com temperaturas de 6 a 10 °C. Para o cultivo em meio liquido, ndo
houve a adi¢do de Agar, sendo todos os ingredientes colocados em frascos erlenmeyer de 250

mL e esterilizado conforme descrito.

4.2. Isolado do fungo Rhizoctonia solani

O isolado de Rhizoctonia solani de soja foi cedido pelo laboratério de Patologia de
Sementes, localizado no Instituto Bioldgico de Sao Paulo - SP. O isolado esta depositado na
colecdo de fungos fitopatogénicos do Instituto Bioldgico - Micoteca "Mario Barreto
Figueiredo” credenciada pelo World Federation for Culture Collections (WFCC), sob o
registro WDCM942.

4.2.1. Cultivo de Rhizoctonia solani

Para o cultivo do inoculo do fungo, em todos os tratamentos, foi utilizado o meio
solido BDA, imcubado em estufas de crescimento por 3 dias a 25°C no escuro. Composi¢ao

do meio solido:

. H20 destilada 1000 mL
. Batata 200 g

. Dextrose 159

. Agar 159

Os ingredientes foram colocados em frascos Erlenmeyer de 1L e homogeneizados,
esterilizado por 15 minutos a 120°C em autoclave. Posteriormente vertidos 20 mL em placas de
Petri de plastico, de 90X15 mm, em camara de fluxo laminar. O meio solidificado foi

armazenado em geladeira, até a inoculagdo do fungo.

4.2.2. Teste de patogenicidade em sementes de soja

Para avaliar o potencial patogénico do isolado fungico sobre sementes de soja, foi

realizado um teste de patogenicidade em condicdes in vivo. Para o teste foram estabelecidos


http://wdcm.nig.ac.jp/CCINFO/CCINFO.xml?942
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dois tratamentos, um caracterizado com a inoculacao do fitopatdgeno sobre as sementes de soja
e 0 tratamento controle, sem a presenca do fungo.

Os tratamentos foram constituidos por 6 repeticdes. Cada repeticdo foi representada por
uma placa de Petri estéril contendo dois papéis filtro umedecidos e autoclavados com 5
sementes de soja desinfestadas superficialmente com alcool 70% (1 minuto), hipoclorito de
sodio 2% (7 minutos), alcool 70% (1 minuto), seguido de trés lavagens sucessivas com agua
destilada esterilizada.

Para a inoculacao do fungo, foi adicionado em cada semente um disco de 5 mm de meio
BDA contendo o crescimento micelial do fungo (3 dias de incubacgdo sob 25° no escuro),
enquanto, para o tratamento controle foi adicionado apenas o meio de cultivo BDA (sem a
presenca do fungo). Os tratamentos foram armazenados em estufa incubadora BOD a 25°C no
escuro, por periodo de 12 dias. Para a avaliacdo, as sementes foram verificadas a fim de
encontrar evidéncias de necrose nos tecidos, escurecimento do tegumento e/ou a presenca de
miceélios, provenientes do fitopatdgeno. A severidade da doenca foi avaliada utilizando escala
de nota, seguindo o mesmo protocolo da escala diagramatica do tépico 4.5.7. Como
confirmacdo final de patogenicidade, o fitopatdgeno foi re-isolados dos tecidos através da

inoculagdo em meio BDA.

4.3. Avaliacdo prévia de bactérias por pareamento coletivo

Para a selecdo prévia das bactérias com potencial antag6nico ao crescimento micelial de
R. solani, os isolados foram semeados em meio BDA, estriadas (1 cm) em quatro pontos
(simulando os vértices de um quadrado), a trés centimetros de distancia do centro da placa de
Petri, sendo que cada estria representou um isolado diferente de bactéria (Figura 5). Ao centro
da placa, inoculou-se um disco de 0,5 cm de didametro do meio BDA contendo o micélio do
isolado fitopatogénico de Rhizoctonia solani da soja. O experimento foi realizado em duplicatas
e posteriormente incubados a 25°C no escuro. Placas sem a presenca dos isolados de bactéria
serviram como controle. A avaliacdo qualitativa foi realizada trés dias apds por meio da
visualizacdo do halo de inibicdo de crescimento micelial. Os isolados que permitiram o

crescimento total do fungo ndo foram selecionados para posteriores avaliagdes.
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Figura 5. llustracdo das repeticGes. Cada letra representa uma bactéria diferente, estriadas por
1 cm, dispostas equidistantes. Ao centro um disco (5 mm) do micélio de R. solani.

4.3.1. Avaliacdo prévia de bactérias por pareamento Unico (singular)

Os 20 isolados com os maiores halos de inibicdo foram selecionados e avaliados quanto
a atividade antagbnica para R. solani. Para cada bactéria foram realizadas quatro repeticdes,
sendo cada repeti¢do constituida por uma placa de Petri (9 cm) contendo o meio BDA. Cada
isolado selecionado foi estriado (1cm) em quatro pontos (simulando os vértices de um
qguadrado) da placa de Petri, a trés centimetros de distancia do seu centro (Figura 6).
Posteriormente as placas foram incubadas por um dia a 25°C e, ent&o, inoculadas no centro com
um disco de micélio de R. solani (0.5 cm de diametro) apds o crescimento da bactéria e posterior
acumulo de metabdlitos no meio. As placas foram novamente incubadas a 25°C no escuro.

Como controle foram usadas placas sem os isolados de bactérias.

A avalicdo foi realizada trés dias apds medindo-se o diametro do crescimento (mm)
micelial do fungo R. solani. Em seguida foi determinado as porcentagens de inibicdes com
base na formula:

C
Pl = -=-enee- x 100
C-T
Onde:
PI, Porcentagem de Inibicdo; C, crescimento em milimetros de R. solani na auséncia de

bactérias; T, crescimento em milimetros de R. solani na presenca de bactérias.
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Figura 6. llustracéo da repeticdo. Em A é possivel ilustrar o isolado bacteriano, disposto em
quatro estrias (1 cm) equidistantes. Ao centro um disco (5 mm) do micélio de R. solani.

4.3.2. Avaliacdo de bactérias por incorporacao dos metabdlitos no meio de cultura

Os quatorze isolados bacterianos que apresentaram maiores porcentagens de inibigéo de
R. solani, selecionados no experimento anterior, foram avaliados quanto a atividade dos seus
metabdlitos secundarios no crescimento micelial de R. solani. Os isolados foram cultivados em
Erlemmeyer contendo 150 mL do meio de cultivo GY, mantidos sob agitacdo de 150 rpm por
6 dias.

Para a extragdo dos metabdlitos secundarios, livres de células, os caldos de crescimento
bacterianos foram centrifugados a 3800 rpm durante 2 hs em tubos Falcon, contendo 50 mL do
caldo de cultivo. Posteriormente, os sobrenadantes foram filtrados em filtros de celulose
(porosidade 0,2 um) com o auxilio de bomba a vacuo.

Cada isolado de bactérias foi testado em trés concentracdes diferentes dos seus filtrados,
de 10%, 30% e 50%. Para cada tratamento foram realizadas 10 repeticGes, sendo cada repeticdo
constituida de uma placa de Petri contendo o meio de cultivo BDA adicionado da respectiva
concentragdo dos filtrados. Cada placa de Petri foi inoculada, no centro, com um disco de
micelio de R. solani (0.5 cm de didmetro), e incubada a 25°C no escuro. Como controle, 0 meio
BDA foi adicionado apenas do meio de cultivo GY nas concentragdes de 10%, 30% e 50%.

A avaliacdo foi realizada ap0s trés dias, quando o fungo no trataemento controle ocupou
toda a area do meio de cultura, com base na medigéo do didmetro do crescimento micelial (cm).

O experimento foi conduzido duas vezes no tempo.
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4.3.3. Avaliacdo de bactérias por dois métodos de aplicacdo do caldo de cultivo em
sementes de soja — Teste de laboratorio

As bactérias selecionadas no teste anterior, as quais apresentaram as maiores
porcentagens de inibigdo micelial na menor concentragéo dos filtrados (10%), foram avaliadas
quanto a eficcia para inibicdo de R. solani em sementes de soja (variedade BMX Poténcia —
Embrapa), mediante 2 métodos de aplicacdo, mergulhando a semente nas culturas das bactérias
por 60 minuto, e revestindo a semente com a cultura da bactéria emgrossada pela adicéo de
goma xantana (4%).

Para cada método de aplicacdo, foram estabelecidos 14 tratamentos representados pelos
isolados PR0O2, PR10, PR28, MAQO7 e MAOS, e pelas testemunhas H20 e meio GY, todos 0s
tratamentos testados com e sem o fungo R. solani.

Para cada tratamento foram realizadas trés repeticOes, sendo cada repeticdo
representada por uma placa de Petri contendo dois papeis filtros previamente esterilizados e
umedecidos, com 5 sementes cada.

As bactérias foram produzidas dentro de frascos Erlenmeyer contendo o meio liquido
(GY), mantidos em agitagdo de 150 rpm por 6 dias no escuro. Apés esse periodo, sementes de
soja foram previamente desinfestadas com alcool 70% (3 minutos), hipoclorito de sédio 2% (7
minutos), alcool 70% (1 minuto), seguido de trés lavagens sucessivas com agua destilada
esterilizada. Apos a desinfestacdo, as sementes foram tratadas com as bactérias por dois
métodos de aplicacBes: mergulhadas no caldo de crescimento bacteriano por uma hora, e
revestidas pela mistura da cultura bacteriana com o fixador goma xantana (4%). Para ambos 0s
métodos de aplicacdo, foi usado a concentracdo de 10% dos caldos bacterianos, diluidos em
meio de cultivo GY. Apos a aplicacdo das bactérias, metade das sementes foram inoculadas
com 1 disco de 5 mm do micélio de R. solani. Sementes sem micélio do fungo foram utilizados
como tratamento controle.
As placas foram incubadas em camara climatizada a 25°C, no escuro, até ocorrer a formacéo
das radicelas no grupo controle.

A avaliacdo foi realizada 12 dias apos com base na severidade da doencga, expressa por
uma escala de incidéncia da doenga ou dano (Figura 7), de:

100% - Semente sem nenhuma emisséo de radicula;
66,66% - Semente com inicio de emissao de radicula e com necrose;
33,33% - Semente com emissdo completa de radicula, mas com necroses;

0% - Semente com emissdo completa de radicula e sem necroses.
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Figura 7. indices de danos/doenca em sementes de soja. A- 100%, sem emissdo de radicula
pela semente; B- 66,66%, sementes com emissdo de radicula necrosada; C- 33,33%, sementes
com emissdo de radicula completas, mas com necrose; D — 0%, sementes com emissao de
radicula completa sem necroses.

O experimento foi conduzido duas vezes no tempo, considerando as mesmas condicdes de

montagens e avaliacao.

4.3.4. Avaliacdo de bactérias por dois métodos de aplicacdo do caldo de cultivo em
sementes de soja — Teste em casa de vegetagdo

Esta etapa teve por objetivo avaliar o potencial de controle dos isolados PR02 e PR10
em condicBes de casa de vegetacdo, utilizando dois métodos de aplicagdo dos caldos
bacterianos. Foram estabelecidos 12 tratamentos (tabela 2) representados pelas duas bactérias
e pelo meio GY, aplicados por dois métodos diferentes, todos esses tratamentos com e sem a
inoculagéo do fungo R. solani.

O fungo foi cultivado em substrato areno-organico (1:3) com 2% de farelo de aveia (p/v)
e 20 % de umidade, previamente autoclavado (FENILE, 1999). O substrato foi adicionado de
1 % da torta de mamona (Ricinus communis.) como fonte de matéria organica e distribuidos em
frascos de 50 mL. A superficie do substrato foi inoculada com trés discos do crescimento
micelial de R. solani obtidos de culturas em meio BDA. Os frascos foram tampados com papel
aluminio e incubados a 25°C por 7 dias no escuro até ocorrer o total crescimento do fungo.
Posteriormente, vasos plasticos de 500 mL foram preenchidos com 300 ml de substrato areno-
organico Vivatto Pro® e incorporados com 10% do inéculo (p/v - peso por volume do



24

substrato), exceto para o grupo controle. Para a colonizacdo do fitopatdgeno ao solo,
estabeleceu-se o periodo de 7 dias antes da instalagdo do experimento. Os vasos inoculados
com o fungo foram mantidos em casa de vegetacdo por 7 dias, irrigados trés vezes ao dia.

Apols a colonizacdo do fitopatdgeno nos vasos, as sementes foram desinfestadas
superficialmente conforme descrito anteriormente. Posteriormente as sementes foram tratadas
com o caldo bacteriano diluido a 109% em meio, por dois métodos de aplicagdo. Em um método,
a bactéria foi aplicada no substrato, sobre a semente, adicionando-se 20 mL/vaso (tendo como
base a aplica¢do no campo de 200 L/ha). Em outro método, as sementes foram mergulhadas em
250 mL do caldo bacteriano (10%), dentro de um Erlenmayer, e mantidas em agitacdo de 150
rpm por 1 hora. Para testemunha foi utilizado apenas agua.

Os vasos foram mantidos em casa de vegetacdo com temperaturas variando de 19°C a
30°C por 21 dias. Os ensaios foram irrigados por aspersao trés vezes ao dia, por 15 minutos
cada. A avaliacdo foi realizada ap6s uma semana com base na percentagem de germinacao (%
plantas emergidas), e 21 dias apds com base na porcentagem de plantas sobreviventes. O
experimento foi conduzido duas vezes no tempo, considerando as mesmas condigdes de

montagens e avaliacao.

4.4. 1dentificagdo molecular dos isolados de interesse

4.4.1. Extracdo do DNA genémico bacteriano

A partir das amostras previamente isoladas, foi realizada extracdo do DNA gendmico
utilizando o kit de purificacdo de DNA genémico Wizard (promega), de acordo com as
instrucdes do fabricante. Seguindo o protocolo, 1ml da cultura de células bacterianas, foi
centrifugada por 2 minutos a 13,000- 16,000 x g*, para obtencao do pellet. O sobrenadante foi
descartado. Essa configuracdo de centrifugacdo foi a mesma para todas as centrifugacoes
posteriores.

O pellet obtido foi ressuspenso em 480ul de EDTA 50mM, onde foi adicionado 120ul de
enzimas liticas. A solugéo foi incubada a 37°C por a 60 minutos, e entdo centrifugadas para
formacéo do pellet. Novamente o sobrenadante foi descartado.

Para lise das membranas celulares, foi adicionado 600ul da solugao “Nuclei Lysis”, incorporado
ao pellet pelo movimento de up and down, gentilmente com a pipeta. Ap6s homogeneizagéo, 0

material foi incubado por 5 minutos a 80°C, e depois resfriado até atingir temperatura ambiente.
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Em seguida foi adicionada 3ul de solugdo de RNase, homogeneizado e incubado a 37°C por 15
minutos, e entdo resfriado novamente até a temperatura ambiente.

Para a etapa de precipitacdo das proteinas, foi adicionado 200ul da solucdo de
precipitacdo proteica. A solucéo resultante foi homogeneizada no vortex, incubada no gelo por
5 minutos e centrifugada novamente por 3 minutos.

A (ltima etapa da extracdo, consistiu na precipitagdo do DNA e reidratacdo. Para tal, o
sobrenadante formado na etapa anterior, foi transferido para um novo tubo contendo 600ul de
isopropanol em temperatura ambiente, o qual foi homogeneizado e mais uma vez centrifugado.
O sobrenadante foi descartado, e foi adicionado 600ul de etanol 70%. Mais uma vez o material
foi centrifugado para separacdo do etanol. Os sobrenadantes foram secados por 15 minutos. Por
fim, foi realizada a reidratacdo do pellet, com 100ul da solucéo de reidratacéo do kit por 1 hora
a 65°C e overnight a 4°C.

4.4.2. Amplificacdo dos genes 16S rRNA

Para amplificacdo do gene 16S rRNA, foram utilizados os primers: pA “Foward” (5’-
AGA GTT TGATCC TGG CTC AG -3”) e pc5B “Reverse” (5’-TAC CTT GTT15 ACG ACT
T-3") recomendados por KUSKE et al., (1997). A reagdo de PCR foi feita com volume de 25uL
(dNTPs de 2,5mM; tampédo 10x com MgCI2; iniciadores (5pmoles/pL, Tag DNA polimerase
5U/uL) e DNA bacteriano na concentracdo entre (10-30ng). A amplificacdo foi realizada no
equipamento termociclador Biocycle, com os seguintes ciclos de temperatura: desnaturacao a
95°C por 2 minutos, seguido de 35 ciclos com desnaturacdo do template a 95°C por 1h40
segundos; anelamento dos iniciadores a 58°C por 40segundos, extensdo a 72°C por 2 minutos e
extensdo final de 72°C por 5 minutos. Apods a reacdo de amplificacdo, as amostras foram
submetidas & eletroforese em gel de agarose 0,8%. Por fim foram coradas com 0,5 pg/ mL de
brometo de etideo e fotografadas sob luz UV em fotodocumentador (Bio Agency 302 nm UV)

para verificacdo do tamanho e concentracdo dos fragmentos 16S rRNA amplificados.

4.4.3. Purificacdo das amostras

Os fragmentos de DNA amplificados na reacéo de PCR, foram purificados utilizando
kit GFX PCR DNA Kit (GE HealthCare), de acordo com as recomendagOes do fabricante.
Foram utilizados para purificacdo 50 puL de produto de PCR e, ao final da purificagdo o
precipitado foi ressuspendido em 20 uL de agua. O material obtido neste experimento foi

utilizado na reacdo de sequenciamento.
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4.4.4. Sequenciamento e analise das sequéncias

Para sequenciamento do DNA, foram utilizados 2ul do DNA purificado na etapa
anterior, 2ul de cada primer, 2ul de tampédo 5X (Tris-HCI 1M; MgCI12 IM) e 0,3uL de ABI
BigDye (do kit de reacdo BigDye Terminator Cycle Sequencing Applied Biosystems). A
solugéo final foi amplificada em termociclador (Applied Biosystems, 3500 Genetic Analyzer),
onde passou por 25 ciclos de desnaturacao a 96°C por 10 segundos; anelamento a 50°C por 15
segundos e extensdo a 60°C por 1h20 minutos. Apds a reacao de sequenciamento foi feita a
precipitacdo dos produtos seguindo o protocolo de EDTA, onde foi adicionado 32,5 puL de mix
EDTA (2.5 uL EDTA 125mM; 30uL de Etanol 100%), em seguida o material foi agitado por
inversdo e centrifugado durante 25 minutos em 2500 rcf a 4°C. Por fim, 0 excesso de etanol foi
retirado e substituido por 30uL de etanol 70%. Novamente o material foi centrifugado por 15
minutos em 1450 rpm a 4°C, e incubado em estufa durante 15 minutos a 37°C. Apos a
incubag¢ao, o material foi ressuspendido em 10 pL de formamida e homogeneizado por vortex.
O DNA foi desnaturado mais uma vez em termociclador a 95°C durante 1 minuto. Ao final as
amostras foram submetidas a eletroforese capilar em sequenciador (3500 Genetic Analyzer-

Applied Byosistems).

4.4.5. Andlises por Bioinformatica e analise filogenética

Apo0s a obtencdo das sequéncias, foi feita uma busca comparativa no banco de genomas
bacterianos depositados no “GeneBank” utilizando a ferramenta BLASTn do “National Center
for Biotecnology Information”(NCBI). Para avaliar a proximidade dos isolados deste trabalho
com outros grupos bacterianos, foi feito um alinhamento em conjunto das sequéncias dos
isolados obtidos juntamente com sequéncias de estirpes de referéncia obtidas no Genbank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). O alinhamento destas sequéncias foi realizado utilizando o
programa MEGA X (KUMAR et al., 2018) através da ferramenta ClustalWw (THOMPSON et al.,
1997).

A anélise filogenética foi realizada a partir do alinhamento das sequéncias obtidas no
banco de dados Eztaxon (CHUN, 2007), e montagem da arvore filogenética dos isolados
bacterianos, através do programa MEGA X (KUMAR et al., 2018), utilizando-se 0 método de
distdncia Neighbor-joining (Saitou & Nei, 1987), com valores de bostrap calculados a partir de
1.000 re-amostragens, o qual gera uma arvore a partir de matrizes de distancias, agrupando
sequéncias vizinhas. Como outgroup foi selecionada a sequéncia da actinobactéria

Saccharopolyspora spinosa (DSM44228), para melhor agrupamento. A matriz de distancia foi


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

27

calculada com o modelo Kimura (1980). Por fim, as distancias das linhas evolutivas foram
realizadas através da andlise de Pairwaise (Stackebrandt & Goebel, 1994).

4.5. Analises estatisticas dos dados.

Para o teste in vitro de selecdo dos isolados, os dados foram transformados pela equagao
arcsen vX /100, sendo X o valor de inibicao de repeticio por tratamento. O programa utilizado
foi o SISVAR, versédo 5.6. Os dados transformados posteriormente foram analisados com o

teste de Scott-knott a 5% de significancia.

Para o teste in vitro incorporando o metabolito no meio, todos os dados de inibicéo
obtidos em relag&o ao controle foram transformados pela equacgio arcsen vX /100, sendo X o
valor de inibicdo de repeticdo por tratamento. A analise estatistica dos dados foi realizada
utilizando o programa SPSS, versdo 11. Onde o teste de Tukey a 5% foi empregado para
comparagdo das médias dos tratamentos.

Para a analise das porcentagens nos experimentos in vivo, os dados foram transformados
pela equacdo arcsen VX /100, sendo X o valor de inibicdo de repeticdo por tratamento. O
programa utilizado foi o SPSS, versdo 11. Os dados transformados foram posteriormente
analisados pelo tese de Tukey a 5% para compara¢do das médias dos tratamentos, exceto para

os dados de peso de plantas cujo teste aplicado foi Scott-knott a 5% de significancia.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Isolamentos de microrganismos

No total foram isoladas 157 bactérias provenientes de diferentes ambientes do litoral
paulista e carioca, sendo 24% originadas do mangue molhado, 30% do mangue seco, 14% do
mar aberto e 32% da restinga (Tabela 1). A selecdo das bactérias ocorreu com base apenas em
caracteristicas morfoldgicas, sendo purificadas aquelas que apresentaram coldnias com

crescimentos distintos nas placas.

Tabela 1. Quantidade de microrganismos isolados nas diferentes regides de coleta das
amostras. As regides correspondem respectivamente as areas de coletas; MM, Mangue
Molhado (Paraty-RJ); MS, Mangue Seco (Paraty-RJ); MA, Mar Aberto (Paraty-RJ) e PR,
Picinguaba Restinga (Picinguaba- SP).

Total
i L . L regides /total
Local Regidbes Bactérias  Actinobactérias  Total coletado
MM 28 9 37 24%
Paraty - RJ MS 37 10 47 30%
MA 22 0 22 14%
Picinguaba -SP PR 33 18 51 32%

As bactérias isoladas foram distribuidas em dois grupos, um de bactérias e outro de
actinobasctérias (Figura 8), mas ndo representam a diversidade do solo, ja que apenas fendtipos
de coldnias com caracteristicas de crescimento diferentes foram selecionadas. Segundo
AMANN et al. (1994), apenas 10% das bactérias presentes no solo séo cultivaveis em meios
artificiais.

Para identificar as actinobactérias, foram observadas as caracteristicas macroscopicas
essenciais desse grupo (GOODFELLOW, 2012) como crescimento lento, aparéncia seca, e
aderida ao agar. (GOODFELLOW et al., 1983). As actinobactérias sdo microrganismos
unicelulares procariontes Gram-positivos, colonizando também ambientes extremos, podendo
ser heterotroficas ou quimiotroficas. Podem ser acidofilas, alcalofilas e haldfilas. (KONEMAN
et al., 2008). As bactérias e as actinobactérias isoladas do mangue sdo provavelmente halofilas,

pois os locais de coleta das amostras possuem alta salinidade.
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Figura 8. Diversidade morfoldgica do crescimento de col6nias em plagueamento das amostras
de solo nas diluicdes de 10 -°. Fonte: Ana Gabriele B. CASTELANI (2017).

5.2. Patogenicidade de Rhizoctonia solani para sementes de soja

O isolado de R. solani colonizou 100% das sementes em todas as repeticdes do
tratamento inoculado. As sementes apresentaram evidéncias de necrose dos tecidos,
escurecimento do tegumento e presenca de micélios, indicando incidéncia da doenga. O fungo
afetou principalmente o inicio da germinacdo, colonizando totalmente as sementes e
impedindo-as de produzir radicelas. Para confirmacéo da patogenicidade, sementes colonizadas
foram dispostas sobre meio de cultivo BDA, resultando em crescimento micelial marrom, com
hifas septadas e ramificadas a 90°, caracteristicas morfoldgicas do patdgeno do género R. solani.
(GOULART, 1997).

As sementes ndo inoculadas (controle) apresentaram radiculas completas com emissao
de radicelas, sem sintomas de necrose ou evidéncias da colonizagéo do fungo (Figura 9). Assim,

0s postulados de Koch foram cumpridos no presente experimento.
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Figura 9. Teste de patogenicidade com Rhizoctonia solani em sementes de soja. Em A
tratamento controle, sem adi¢do do fungo; Em B, sementes com adicdo do disco de crescimento
micelial de R. solani, demonstrando sinais de coloniza¢do fungica e sintomas da doenca.

5.3. Avaliagdo prévia de bactérias por pareamento coletivo

Todos os 157 isolados obtidos foram avaliados a fim de identificar o potencial
antagbnico para R. solani, sendo selecionadas 16 bactérias e 4 actinobactérias. Desses 20
isolados de bactérias oriundos de diferentes ambientes, 19% foram originadas do mangue
molhado, 4,3% do mangue seco, 9,1% do mar aberto e 17,6% da restinga (Tabela 2).

Segundo Canova (2009), a proximidade dos vegetais com o mar pode modular as
comunidades de actinobactérias presentes nos solos devido ao aumento das concentracfes de

salinidade do local.
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Tabela 2. Microrganismos que apresentaram inibigcdo do patégeno quando submetidos a técnica
de confrontamento direto em placa.

Origem Isolado
Mangue Molhado MMO02 Bactéria
(Paraty- RJ) MMO03 Bactéria
MMO05 Bactéria
MMO08 Actinobacteria
MMO09 Actinobacteria
MM11 Bactéria
MM13 Bactéria
Mangue Seco MS02 Bactéria
(Paraty- RJ) MS11 Actinobacteria
Picinguaba Restinga PRO2 Bactéria
(Picinguaba-SP) PRO3 Bactéria
PR10 Bactéria
PR22 Bactéria
PR23 Bactéria
PR28 Bactéria
PR45 Bactéria
PR30 Actinobacteria
PRO4 Bactéria
Mar aberto MAOQ7 Bacteria
(Paraty- RJ) MAO0S8 Bacteria

5.4. Avaliacdo preévia de bactérias por pareamento unico (singular)

O isolado PR02 apresentou a maior porcentagem de inibicdo (71%), diferindo
significativamente dos demais isolados (Figura 10) (F24,230=68,841; P <0.001). Os isolados de
bactérias MM08, MMO05, MM11 PR22, PR23 e PR28 e MMO02 apresentaram inibicdo do
crescimento fungico variando de 66,7% a 51,7%, formando trés grupos que diferenciaram entre
Si (F24, 239=68,841; P <0.001). J& as bactérias PR10, PR04, MA07, PR30, PR45 e MAOS8
apresentaram indices de inibicdo abaixo de 50 e acima de 40%, formando dois grupos que
diferenciaram entre si (F24, 230=68,841; P <0.001).
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Figura 10. Taxa de inibicdo do crescimento micelial de Rhizoctonia solani por agdo de
bactérias e actinobactérias oriundas do litoral de S&o Paulo e Rio de Janeiro. PR=restinga,
MS=mangue seco, MM=mangue molhado, MA=mar aberto. *As médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

O perfil heterogéneo de inibicdo apresentado pelos isolados sugere uma diversificacéo
de espécies atuando nesse patogeno. As formas de atuacdo dos microrganismos podem diferir
entre si, pois produzem metabdlitos secundarios, compostos volateis e outros mecanismos de
defesa. A diferente coloracao apresentada pelo fungo em condicdes de estresse (Figura 11) pode
estar relacionada a liberacdo de metabdlitos secundarios pelas bactérias testadas, no combate
ao agente estressor. Segundo ETHUR (2001), compostos ndo volateis resultantes do

metabolismo de Tricoderma spp. sdo evidenciados pela coloragdo escura no meio.
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Figura 11. Inibicdo do crescimento micelial de Rhizoctonia solani, por acdo de bactérias
oriundas do solo das regides litoraneas de Picinguaba-SP e Paraty-RJ. (A) Tratamento controle;
(B) PR02; (C) PR22; (D) PR23; (E) PR28; (F) PR45; (G) MS11; (H) MMO02 e (1) MAOS.

Lucon (2013) avaliou a inibigdo micelial de R. solani em plantas de pepinos com a
aplicacdo de rhizobactérias, tendo obtido no méaximo 5,7% de inibicdo, resultado inferior ao

obtido no presente trabalho (71%).

Estudos com bactérias provenientes do mangue foram realizados por Canova (2009)
para o controle de fitopatdgenos, tendo 75% das actinobactérias promovido a inibicdo micelial

total do fungo Phytophthora alphanidermatum e Phytophthora sp.

CORREA et al (2010) verificaram que bactérias isoladas de manguezais permitiram a
sobrevivéncia de plantulas de pepinos (71%) quando infectadas com o fungo Pythium

alphanidermatum, indicando potencial para o uso no controle biologico.
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O efeito antag6nico exercido por bactérias sobre patdgenos pode ser caracterizado por
diferentes mecanismos como a competicdo por nutriente e espago, sintese de compostos
volateis, sinteses de substancias antifingicas e antimicrobianas, secrecao de enzimas liticas e
alteracdo do ph (DE SOUZA et al., 2015). O efeito antagdnico das actinobacterias sdo
provenientes de sua capacidade de produzir compostos antibi6ticos, antifungicos, enzimas
extracelulares como quitinases, peroxidades, glucanases, terpendides, entre outros
(ANDRADE,2016).

5.5. Avaliagdo de bactérias por incorporacdo dos metabolitos no meio de cultura

Os 14 isolados testados apresentaram uma grande varia¢do na porcentagem de inibicéo
do crescimento fungico de R. solani, demonstrando todos eles uma taxa de inibi¢éo progressiva
conforme o aumento da concentragdo dos filtrados, com exce¢do do isolado PR02 que se
manteve constante em 100% desde a menor concentragdo (10%), e dos isolados MMO08 e
MMOQ9, que apresentaram uma queda de inibicdo na concentracdo de 50% dos filtrados (Tabela
3).

Para 0 ensaio com 10% dos filtrados bacterianos, os isolados PR02, PR28, PR10, MAQO7
e MAO8 apresentaram atividades de inibigdo do crescimento acima de 50%, sendo os isolados
PR02 e PR28 responsaveis pelas maiores inibicdes, de 100% e 74%, respectivamente,
diferenciando-se significativamente entre si e dos demais isolados (F13, 139=90,538; P <0.001).
Em contrapartida, os isolados MS11 e MMO09 apresentaram as menores atividades inibitorias,
diferenciando significativamente dos demais isolados (F13, 139=90,538; P <0.001) mas n&o entre
Si.

A estabilidade apresentada pelo isolado PR02, com inibicdo de 100% desde a menor
concentracdo (10%), pode estar relacionada a producdo de metabdlitos secundarios com uma
ou mais propriedades antifingicas, que favorecam os mecanismos de defesa da bactéria,
resultando em um alto poder inibicdo. Resultados semelhantes de inibicdo foram obtidos por
Lingyun Hao, et al (2019) quando filtrados de rhizobacterias extraidas dos manguezais foram
avaliadas para o controle de Alternaria solani, fitopatdgeno de tomate. Os filtrados foram
inoculados em diferentes concentragdes, proporcionando uma taxa de inibicdo média de 40 %
nos ensaios in vitro utilizando a menor concentragéo (5 pg / ml), ndo diferenciando-se das
maiores concentragcbes avaliadas. Os componentes ativos do filtrado utilizado, foram

identificados por meio da cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa com
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analisador por tempo-de-voo (LC-qTOF-MS), sendo possivel identificar dois compostos
antifungicos Alteramida A e Fator Antifungico Estavel ao Calor (HSAF).

Tabela 3. Porcentagens de inibicdo in vitro do crescimento micelial de R. solani com a adi¢ao
de 10%, 30% e 50% dos filtrados bacterianos.

Inibicdo do crescimento micelial em diferentes concentractes (%)

Isolados

[10%)] [30%] [50%]
MAO7 56 + 0,82 bc 71+1,22cd 86 +2,54b
MAO8 60 + 1,54 bc 65+1,37d 66 + 0,73 ef
MMO03 460,74 c 49 £ 0,42 ef 59+ 0,79 f
MMO5 8+298d 51+122e 56 +1,16 f
MMO8 44 +399c 78 £ 0,91 bc 75+ 1,01 cde
MMO09 1+£0,0e 4+2069g 3+£1,78h
MM13 44 + 0,57 ¢ 75+0,87 bc 100+ 0,00 a
MS11 0+00e 1+094¢g 13+1,16¢9g
PRO2 100+£0,0a 100+£0,0a 100+ 0,00 a
PRO4 20+1,92d 49+090e 56 +2,43f
PR10 58 + 8,17 bc 84+0,68b 81+ 1,27 bc
PR22 11+240d 39+318f 56 +1,21f
PR23 46£5,15¢c 49+259¢e 71+1,44de
PR 28 74+410b 79+ 1,57 be 80+ 1,00 cd

Médias seguidas por letras distintas nas colunas diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Os compostos com atividades antifungicas possuem em geral dois modos de acéo,
fungicida ou fungistatico, sendo esse Ultimo diferenciado pelo fato do fungo ser capaz de
retomar seu crescimento ap6s a remocao do composto (Ali et al, 2016). No trabalho realizado
por Lingyun Hao, observou-se que o extrato bruto de actinomicetos afeta o tubo germinativo
dos conidios, mas ndo tem efeito sobre a germinacdo dos conidios, com um modo de acdo

fungistatico,

A producéo de compostos antifungicos € um dos principais mecanismos utilizado para
o0 controle de fitopatogenos, sendo eles produzidos na forma de volateis e ndo volateis (Cazar
et al., 2005 ). Segundo Hamzah et al (2018), um dos métodos mais simples e eficazes para
identificar agentes antagdnicos é o emprego de ensaios utilizando compostos ndo volateis. Com

base no presente estudo, é evidente que os compostos produzidos apresentaram atividades


https://apsjournals.apsnet.org/doi/full/10.1094/PHYTO-12-18-0444-R#b4
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2018.01707/full#B10
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2018.01707/full#B10
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inibitorias sobre R. solani, causando a reducdo do crescimento micelial em diferentes

concentragdes dos filtrados.

Durante o ensaio foi possivel observar a formacéo de pigmentagdo marrom escura pelas
hifas R. solani quando em contato com os filtrados dos isolados antagdnicos, enquanto que no
tratamento controle as col6nias apresentaram coloracdo castanho-claro. Segundo Isaac et al
(1994), em condic¢es naturais, a escassez de nutrientes induz os micélios fungicos a mudarem
suas atividades bioquimica para as vias do metabolismo secundéario que se manifestam como
pigmentacdes. Tais pigmentacoes j& foram descritas por Hamzah et al (2018), observando que
os isolados fitopatdgenos Xylaria sp e Fusarium solani apresentaram pigmentacdes quando

submetidas em cultura mista, na presenca de microrganismos antagénicos.

H& uma variedade de pigmentos produzidos por fungos, incluindo carotendides,
melaninas, flavinas e fenazinas ( Mapari et al., 2010 ; Dufossé et al., 2014 ). A producédo dos
pigmentos tem como funcdo a protecdo dos micélios afim de impedir a hidrélise proveniente

de enzimas produzidas pelos agentes antagonicos.

5.6. Identificacdo molecular dos isolados de interesse

Os sete isolados PR0O2, PR10, PR28, MAO7, MA08, MM02 e MM13 que
proporcionaram as maiores inibi¢c@es do fungo in vitro, na menor concentracdo (10%), foram
selecionados para sequenciamento molecular do gene ribossomal 16S (Tabela 4) afim de

identifica-los a nivel de género e espécie.

Tabela 4. Relacdo dos isolados selecionados para serem identificados molecularmente, com
seus respectivos locais de coleta.

Isolados Local de Coleta
PRO2
PR10 Picinguaba Restinga (PR)
PR28
MAO5
MAO7 Mar Aberto (MA)

MMO02

M Molh MM
MM13 angue Molhado (MM)



https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2018.01707/full#B54
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2018.01707/full#B24
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As sequencias apresentaram uma taxa de similaridade que variou entre 99.5 a 100% de
identidade em relacdo as depositadas no banco de dados do NCBI (Tabela 5). Os isolados
originados da restinga, PR10 e PR28, apresentaram a mesma sequéncia genética do rRNA 16S
sendo, portanto, espécie idénticas e 100% emparelhadas com Burkholderia cepacia (Figura 12).
Ja o isolado da restinga PR02, também foi identificado como Burkholderia, mas emparelhando-
se na espécie B. glumae (Figura 13), com 99,24% de similaridade. Em relacéo aos isolados do
mar aberto, MAQO7 e MAO08, também apresentaram ser 100% idénticos, tratando-se da espécie
Pseudomonas aeruginosa, com 100% de similaridade. Os isolados do mangue molhado, MM02
e MM13, foram identificados como pertencentes ao @énero Bacillus, tratando-se
respectivamente das espécies B. megaterium e B. altitudinis (Figura 14), respectivamente,

também com 100% de similaridade.

Tabela 5. Sequéncias dos isolados no Genbank compativeis com as obtidas no presente
trabalho, através da analise BLAST do rRNA 16S.

Sequéncia do

Tamanho do . Genbank com
- R L Cobertura Identidade .

Isolado Familia Género e Espécie fragmento %) (%) maior
rRNA16S (pb) similaridade
(N° Acessos)
PRO2 Burkholderia glumae 1458 100 99.5 AB682222.1
PR10 Burkholderiaceae  Burkholderia cepacia 1611 100 99.7 GQ359110.1
PR28 Burkholderia cepacia 1611 100 99.7 GQ359110.1
MMO02 . Bacillus megaterium 1601 100 100 MG489825.1

Bacillaceae . L
MM13 Bacillus altitudinis 1600 100 99.9 MN853778.1
MAO08 Pseudomonas 1592 100 100 MW330426.1
aeruginosa
Pseudomonadaceae Pseudomonas

MAOQ7 1592 100 100 MW330426.1

aeruginosa
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PR10
PR28
Burkholderia cepacia GQ359110.1
[ Burkholderia cenqce.aciaELMG 15555|iJTDPD1DDDD[}3|99.BE|
Burkholderia seminalis|R-24196[AM74 631b99.85|
rBurkhoIderla metallical -1ED1TAAM?4?ESE §72
Burkholderia territoriilLMG 28158|LK023503]99.93
- Burkholderia puraguae|CAMPA 1[}4E¥NBY}( 10000580/99.79|
LBurkholderla diffusalR-15930]AMT747629 99.5?5
Burkholderia pyrrocinia|DSM 10685|CP011503|99.43)
_LBurkhnlderia Iaten5|R-563E}/AM?4?628 99.5|
Burkholderia ubonensis|CIP 107078|EU024179|99.16|
| Burkholderia arboris|R-24201|AM747630]99.72
Burkholderia paludis|MSh1[JPGLO1000004|99.72
— Burkholderia humptydooensis|MSMB43|C D1338E¥98.3’a|
Burkholderia mal e[iJATQG 23344|CP00001 1!398_ 5
Burkholderia thailandensis EEELHCP[}[}[}[}BB 08.29
Burkholderia singularis|LMG 2 154&FXAN 1000134/98.08]
] Burkholderia alba|AD18|MF565845/98.01
FE{!E},Iékholderia rinojensis|A396|KFE50996|98.15

Burkholderia glumae strain GREB 15039
£98_29|

Burkholderia gladioliNBRC 13700|BBJG01000151
Burkholderia plantari|ATCC 43733|CP007212]98.29)

— Burkholderia catarinensis|89|KR013050/99
—— Burkholderia novacaledonicalLMG 28615|0GTP01000052|197.08
Saccharopolyspora spinosa strain DSM 44228

0.020

Figura 12. Andlise de distancia genética baseada na sequéncia parcial do gene ribossomal 16S
demonstrando a relacdo entre os isolados PR0O2 e PR10 com sequencias depositadas na base de

dados do Eztaxon.
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MWEBE738.1 Pseudomonas aeruginosa strain J-165 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MWO073400.1 Pseudomonas aeruginosa strain S3 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MW6E29803.1 Pseudomonas aeruginosa strain CPO JP4 165 ribosomal RNA gene partial sequence

100

MWE29805.1 Pseudomonas aeruginosa strain CPO JP8 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MAOS-contig

45
il MAOT-contig

MW330426.1 Pseudomonas aeruginosa strain VITVKJZ2 16S ribosomal RNA gene partial sequence

63

—— NR 170428.1 Pseudomonas hydrolytica strain DSWY01 16S ribosomal RNA partial sequence

— NR 169495_1 Pseudomonas nitrititolerans strain GL14 165 ribosomal RNA partial sequence

Bs
—— NR 171510.1 Pseudomonas mangrovi strain TC11 16S ribosomal RNA partial sequence

NR 169460.1 Pseudomonas aylmerense strain S1E40 16S ribosomal RNA partial sequence

100
NR 170438.1 Pseudomonas fildesensis strain KGO1 165 ribosomal RNA partial sequence

NR 171524.1 Pseudomonas urumgiensis strain T3 165 ribosomal RNA partial sequence

NR 024839.1 Saccharopolyspora spinosa strain DSM 44228 163 ribosomal RNA partial sequence

0.0zo

Figura 13. Andlise de distancia genética baseada na sequéncia parcial do gene ribossomal 16S
expondo as relacdes entre os isolados Pseudomonas aeruginosa MAO5 e P. aeruginosa MAQ7
com sequencias depositadas na base de dados do Genbank.
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76, Bacillus aryabhattai|BBVW22|EF114313]99.86|

70! Bacillus zanthoxyli|1433|KX865140|99.79|
EE Bacillus gingshengii|G19|JX293295(98.17
Bacillus megaterium strain MG489825.1
109 26" MMO2
Bacillus flexus|NBRC 15715 BCVD01000224|98.94|
100 Bacillus paraflexus|RC2|FN99994 3|97 97|
a8 Bacillus pseudoflexus|R.C1|FN999944|98 66
— Bacillus yapensisPOXST-01|MK243676(|96.05

Bacillus iocasae|S36|KY462210)96.34

40 Bacillus pocheonensis|Gsoil 420/AB245377|96.05|
Bacillus altitudinis strain VITSHMJ3

MM13

Bacillus xiamenensis|HYC-10|AMSHO1000114(99 86
Bacillus safensis subsp. osmophilus|BCO9|KY990920(99.51|
Bacillus safensis subsp. safensis|FO-36bJASJD01000027]99.51]
Bacillus australimaris|NHT7I 1]JX680098]99.37|

Bacillus pumilus|ATCC 7061]ABRX01000007|99 44|
75! Bacillus zhangzhouensis|DWS-4|JOTP01000061|99.44
Saccharopolyspora spinosa strain DSM 44228

77

0.020

Figura 14. Andlise de distancia genética baseada na sequéncia parcial do gene ribossomal 16S
demonstrando a relagdo entre os isolados MM02 e MM13 com sequencias depositadas na base
de dados do Eztaxon.

Género Burkholderia

Segundo KANG, et al. (2020), isolados de Burkholderia cepacia produzem um
antibiético (denominado AFC-BC11) que estd associado a sua membrana celular, sendo
responsavel por controlar efetivamente o tombamento de algodéo ocasionado por R. solani.

Solos de manguesais tem sido citados como fontes para isolamento de bactérias do
género Burkholderia. Este ecossistema dispde de muita matéria organica, favorecendo o
crescimento de bactérias especificas (Prakash et al., 2014; Knappik et al., 2015; Liu et al.,
2015). Segundo SOUSA et al. (2016), o género Burkholderia prefere ambientes itmidos e com
maior disposicdo de matéria organica, como 0s manguezais. No Brasil, a especie Burkholderia
pseudomallei foi isolada a partir de solos de manguezais do estado do Amap4, enquanto que na
china, foi isolada de manguezais com influéncia de petréleo nos solos. Em seu trabalho, Liang
et al., (2019) identificaram espécies de Burkholderia xenovorans e Burkholderia sartisoli com
relativa abundancia nos solos contaminados com petréleo. Assim, a resisténcia do género a

ambientes hostis e a afinidade por biomas umidos pode explica a ocorréncia do género
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Burkholderia nos solos de restinga no presente estudo. A restinga, apesar de ndo ser Umida
como 0s manguesais, pode ser considerada um ambiente hostil devido a alta salinidade.
Estudos com bactérias do género Burkholderia destacam esses agentes como potenciais
para exploracéo agricola e biotecnoldgica visando a biorremediacéo, promocéo de crescimento
vegetal e atividade antagonica a fitopatdgenos (SAMPAIO et al., 2017; BACH, 2016). Segundo
AHMADZADEH et al. (2009), isolados de B. cepacia prospectados de solos no Iran foram
capazes de suprimir os sintomas de Damping-off (Rhizoctonia solani) em feijdo. Os
mecanismos relacionados ao controle foram associados a producao de metabolitos secundarios
antifungicos, como sideréforos, cianeto de hidrogénio e protease, inibindo o fitopatdgeno em
condices in vitro e também em casa de vegetacdo. Tais efeitos antagénicos foram observados
no presente trabalho com a inibicdo micelial in vitro de R. solani e os efeitos positivos no
experimento de germinacdo das sementes de soja em casa de vegetacdo, proporcionados pelos

isolados B. glumae PRO2 e B. cepacia PR10.

Género Pseudomonas

Para o0 género Pseudomonas, 0S mecanismos de interagdo microbiana incluem a producéo
de moléculas quelantes com alta afinidade ao Fe*3, denominado de Siderdforos (DE OLIVEIRA
PEREIRA, 2019). Bactérias do género Pseudomonas possuem a capacidade de assimilar
sider6foros com maior eficiéncia e em maiores quantidades. Sua alta capacidade de sequestrar
o Fe* da rizosfera pode afetar o desenvolvimento de outros microrganismos, incluindo
fitopatdgenos, tornando o Fe®* indisponiveis a estes microrganismos (DE MELO, 1998).
Segundo LEE et al., (2003), filtrados da cultura de P. aeruginosa foram eficazes no controle de
Phytophthora em pimenta, e de antracnose em plantas de pepino, possibilitado por moléculas
de siderdforos acido fenazina-1-carboxilico com capacidade de reduzir Fe3* e atividade redox.

PLASENCIA-MARQUEZ (2017) relatou pela primeira vez a capacidade fitopagenica
de P. aeruginosa para soja quando observou a incidéncia de doencas foliares causa por essa
bactéria em uma area de cultivo de soja, na provincia de Pinar del Rio, Cuba.

Com o sequenciamento dos genes 16S rRNA, foi possivel identificar que o agente
etioldgico da doenca era P. aeruginosa, sendo este o primeiro relato de infeccdo em soja. No
presente estudo, P. aeruginosa MAO7 e P. aeruginosa MAO5 inibiram a germinacdo das
sementes de soja provavelmente pela agdo dessas bactérias como patogénicas para a soja,
deixando as sementes cloroticas e encharcadas, com caracteristicas semelhantes ao descrito no

trabalho citado.
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Género Bacillus

O género Bacillus esta entre o0s principais microrganismos com potenciais
biotecnoldgicos. Sendo assim, diversos estudos acerca deste género vém sendo realizados
buscando entender melhor a interacdo entre 0os organismos com a microbiota presente e 0s
efeitos em plantas (VILLARREAL-DELGADQO. et al., 2018). B. megaterium ja foi identificado
como potencial para controle de R. solani, apresentando efeito antagdnico relacionado a
competicdo por colonizagdo da raiz, tendo se estabelecido primeiramente impedindo a
colonizagdo do fitopatdgeno (ZHENG, X. Y.; SINCLAIR, J. B., 2000).

B. altitudinis foi isolado por MOHAMED et al., (2018) a partir de sedimentos de
manguezais no Egito, sendo capaz de produzir polissacarideos extracelulares definidos como
exopolissacarideos (EPS) que promoveram acdo inibitoria de células cancerigenas, portanto,
com potenciais antitumorais. (SEESURIYACHAN et al., 2012),

Para as plantas, os exopolissacarideos (EPS) podem atuar no desenvolvimento vegetal
e auxiliar em situacbes de estresses ambientais, como estresse salino, hidrico, variacdes de
temperaturas, entre outros (TEIXEIRA, 2021). O EPS confere também aos microrganismos a
aderéncia e colonizacéo de superficies solidas, onde ha acumulo de nutrientes, além de proteger
as células contra dessecamento e estresses ambientais (BARRETO et al.,2013). A espécie de B.
altitudinis produz quantidades elevadas de EPS, o que lhe confere a habilidade de colonizar
ambientes considerados extremos, como o mangue. KAYALVIZHI (2019) confirma esta
hip6tese em seu estudo, apontando a predominancia desta espécie em sedimentos de solo de
manguezais, identificados através de técnicas metagendmicas.

Além das caracteristicas como promotoras de crescimento vegetal, diversos autores
associam o EPS como agente antag6nico a patdgenos e fitopatdgenos. Eles mencionam que o
antagonismo esta relacionada a atividade quelante e privacdo de metais, oligoelementos ou
nutrientes essenciais que limitam o crescimento de microrganismo (MOHAMED et al., 2018;
KALICKA-WOZNIAK et al., 2012). No presente trabalho, o isolado B. altitudinis MM13
inibiu o crescimento micelial de R. solani in vitro quando utilizado somente o filtrado
bacteriano. O mesmo foi observado por LU et al. (2012) quando filtrados da cultura de B.
altitudinis inibiram o crescimento micelial do fitopatogeno Phutophthora sojae in vitro. Em
condigdes de casa de vegetacdo, o isolado possibilitou 49,28% de redugdo nos sintomas das

plantas de soja.
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5.7. Avaliagdo de bactérias por dois métodos de aplicacdo do caldo de cultivo em sementes
de soja — Teste de laboratorio

Os cinco isolados PR02, PR28, PR10, MAO7 e MAO8 que proporcionaram as maiores
inibicdes de R. solani in vitro na menor concentracdo (10%) foram selecionados para sua
avaliacdo por dois métodos de aplicacdo do caldo de cultivo em sementes de soja, em teste de
laboratorio.

Pela andlise fatorial, as bactérias aplicadas por imerséo das sementes no caldo de cultivo
bacteriano foram significativamente mais eficazes que as mesmas bactérias aplicadas pela
fixacdo nas sementes utilizando goma xantana. Portanto, os testes com os dois métodos foram

apresentados separadamente em 2 figuras (Figuras 15 e 16).

Para o teste com as sementes mergulhadas (Figura 15) no caldo, as bactérias B. glumae
PRO2, B. cepacia PR10 e B. cepacia PR28 possibilitaram os menores niveis de dano nas
sementes inoculadas com o fungo, abaixo de 13%, diferenciando significativamente dos
controles H20 e GY com R. solani (niveis de dano acima de 65%, respectivamente) (Fis,
83=24,040; P <0.001), mas ndo diferenciando desses controles sem o fungo (niveis abaixo de
5%) (P=0,156). As bactérias P. aeruginosa MAO7 e MAO08 resultaram nos maiores indices de
dano nas sementes com o fungo (85,6 e 64,4% de danos, respectivamente), ndo diferenciando
das testemunhas com R. solani (P=0,213) mas diferenciando daquelas sem o fungo (P <0.001).
A bactéria P. aeruginosa MAOQ7 apresentou-se inclusive tdxica para as sementes ja que causou
indice de dano de 35% nas sementes sem R. solani, diferenciando significativamente das

testemunhas sem o fungo (P <0.001)

Para o teste com as sementes envolvidas na goma+bactéria (Figura 16), nenhuma das
bactérias possibilitou reducdo nos indices de danos nas sementes com o fungo, j& que os
respectivos indices de dano (18,9% a 72,2%) ndo diferenciaram significativamente das
testemunhas H20 e GY com o fungo (35,6% e 47,8%, respectivamente). A bactéria P.
aeruginosa MAQ7 apresentou-se novamente toxica para as sementes ja que causou indice de
dano de 74,4% nas sementes sem R. solani, diferenciando significativamente das testemunhas

sem o fungo (6,7%).
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Figura 15. indices de danos/doenca (%) em sementes previamente mergulhadas no caldo de
crescimento das bactérias Burkholderia glumae PRO2, Burkholderia cepacia PR10 e
Burkholderia cepacia PR28, e inoculadas com Rhizoctonia solani. *Letras diferentes
significam diferencas entre tratamentos, de acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 16. Indices de danos/doenca (%) em sementes revestidas com a mistura de goma
xantana mais as bactérias Burkholderia glumae PRO2, Burkholderia cepacia PR10 e
Burkholderia cepacia PR28, e inoculadas com Rhizoctonia solani. *Letras diferentes
significam diferencas entre tratamentos, de acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Inoculantes microbianos aplicados como tratamento de sementes agem diretamente na
rizosfera da planta, local do solo que circunda as raizes e onde ocorre a interacdo entre a plantas

e os microrganismos (Philippot et al.2013 ). Esta interacdo depende do fornecimento reciproco
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de nutrientes e outros compostos, incluindo substancias promotoras de crescimento e
antibioticos (O’CALLAGHAN, 2016). O tratamento de sementes com microrganismos
possibilita a introducdo do indculo na rizosfera, auxiliando no controle de diversos patdgenos
de solo, como a Rhizoctonia. Sendo assim, uma gama de antagonistas antifingicos e
bactericidas tem sido usadas experimentalmente e comercialmente (Butt and Copping 2000;
Nelson 2004a ; Berg 2009 ).

A técnica de imersdo de sementes em suspensdes aquosas, tem sido utilizada com maior
frequéncia para experimentos devido a maior facilidade na metodologia e aos resultados
satisfatorios obtidos (O’CALLAGHAN, 2016). Os resultados obtidos neste estudo enfatizam o
potencial antagdnico dos isolados testados, com efeitos evidentes das interacdes entre 0s
microrganismos e a semente. A colonizacdo de sementes por microrganismos utilizando o
método de imersdo em suspensdo aquosa ja foi evidenciada por Correa et al. (2009) quando
sementes de soja foram imersas em cultura de Bacillus amyloliquefaciens (BNM122). Nesse
estudo, os fungicidas Carbendazim e Thiram alteraram significativamente o perfil metabdlico
da comunidade bacteriana presente na rizosfera, enquanto que a cepa de B. amyloliquefaciens
ndo apresentou nenhuma alteragdo. O autor enfatiza as vantagens na utilizagdo de
microrganismos, destacando sua alta especificidade e seletividade em comparagéo aos produtos
guimicos que em sua maioria sdo de amplo espectro, ndo seletivos a organismos benéficos e

maléficos.

Em outro estudo realizado por Pereira et al. (2011), sementes de milho mergulhadas em
suspensdo de Bacillus amyloliquefaciens tiveram menor incidéncia de Fusarium verticillioides
em estufas e testes de campo. O indculo do agente antagbnico apresentou-se como um fator
levemente estressante para planta, proporcionando pequenas alteragdes na resposta antioxidante

da planta em seu estagio inicial de crescimento.

A vantagem da inoculacdo por imersao/mergulho também ja foi evidenciada em
comparacdo ao método de peletizacdo de sementes. Segundo Moenne-Loccoz et al (2003),
sementes peletizadas com Pseudomonas flourecens utilizando material comercial a base de
particulas de argila e madeira (produzidos por Germain's (UK) Ltd (King's Lynn, UK)),
apresentou menor poder germinativo em solo infestado com Pythium spp comparadas as
sementes imersas em suspensdo aquosa da bacteria. A peletizacdo de semente necessita de um
processo de secagem , sendo esse um fator significativo na reducdo da viabilidade do in6culo

empregado (Fouilleux et al . 1994 ).
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No presente estudo, a goma xantana usado como agente espessante possui como uma de
suas propriedades a capacidade de retencdo de umidade, podendo ter reduzido a eficiéncia dos
microrganismos presentes no tegumento da semente, o que explicaria os resultados inferiores
quando comparados ao tratamento com sementes imersas em suspenssao aquosa. Kloepper et
al (1981) concluiram que ao contrério das células em suspensdes aquosas, as formulagdes com
goma xantada induz a inativagdo fisiologica dos microrganismos, protegendo-os de estresses
ambientais e aumentando sua viabilidade. Como demonstrado no presente trabalho, a inativacdo
fisioldgica dos microrganismos pode ter resultado numa menor eficiéncia contra o fitopatogeno,
em contrapartida os tratamentos submetidos a imerséo podem fazer com que 0s microrganismos

ndo percam sua acdo fisioldgica, porém diminuam sua viabilidade.

5.8. Avaliagao de bactérias por dois métodos de aplicacdo do caldo de cultivo em sementes
de soja — Teste em casa de vegetagao

A bactéria B. cepacia PR10 inoculada nas sementes por mergulho no caldo (Figura 17)
possibilitou o maior indice de germinacédo das sementes (90%) na presenca do fungo, diferindo-
se significativamente da testemunha GY e da bactéria B. glumae PRO2 aplicados pelos dois
métodos (inoculadas nas sementes e no substrato), na presenca do fungo (30% e 55%,
respectivamente) (Fi1, 71=31,842; P <0.001), mas ndo diferindo dos demais tratamentos
(P=0,465). Quando aplicada no substrato (Figura 18), a bactéria B. cepacia PR10 possibilitou
o segundo melhor indice de germinacgdo das sementes na presenca do fungo (70%), diferindo-
se significativamente da testemunha GY aplicada sobre a semente (30%) e sobre o substrato
(30%), na presenca do fungo, e dos demais tratamentos (F11,71=31,842; P <0.001), exceto da
testemunha GY aplicada sobre o substrato, sem o fungo (90%), e da bactéria B. cepacia PR10
aplicada nas sementes (P=0,102), e da bactérias B. glumae PR02 aplicada sobre as sementes e

sobre o substrato, ambas com a presenca o fungo (P=0,313).

Em relagéo a sobrevivéncia das plantas (Figura 18), a bactéria B. cepacia PR10 aplicada
nas sementes também se destacou com 86,4% de sobrevivéncia na presenca do fungo,
diferindo-se significativamente da testemunha GY aplicada nas sementes (30%) e no substrato
(30%), na presenca do fungo (Fi1, 71=6,783; P <0.001), mas ndo diferindo-se dos demais
tratamentos (P=0,78). Aplicada no substrato (Figura 18), a bacteria B. cepacia PR10
possibilitou 66,7% de sobrevivéncia das plantas na presenca do fungo, ndo diferindo-se das
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testemunhas GY aplicadas pelos dois métodos (semente e substrato), na presenca do fungo, mas
também ndo diferindo-se dos demais tratamentos com ou sem a presenca do fungo (P=0,279)

A interacdo entre semente-bactéria j& foi relatada em outros trabalhos. Em um
experimento conduzido por Araujo et al., (2010) foi possivel avaliar a influéncia de bactérias
diazatroficas (Herbaspirillum sp., H.seropedicae, Burkholderia brasilensis e Azospirillum sp.)
sobre a germinacdo de sementes de arroz, evidenciando um aumento significativo nas
porcentagens de germinacdo em relacdo as sementes ndo tratadas com os isolados. Além de
apresentar caracteristicas germinativas, os isolados inibiram in vitro o desenvolvimento do
fitopatogeno de pos-colheita Fusarium sp. Os resultados se assemelham aos obtidos no presente
trabalho, indicando que as bactérias além de apresentarem carater germinativo, sdo antagonicas

ao fitopatdgeno estudado.

O carater germinativo por isolados, utilizando o método de sementes mergulhadas sobre
o caldo bacteriano, também foi descrito por Segundo MARQUES, et al., (2014), isolados de
Bacillus sp. possibilitaram aumentos nas porcentagens de germinacdes de sementes de
Eucalyptus urophylla e redugdes nos tempos médios de germinacao quando as semente foram

previamente mergulhadas nos caldos bacterianos.

InteracBes entre bactérias e plantas certamente existem e podem influenciar a
germinacao das sementes, sendo alguns mecanismos dessas interacfes ja citados na literatura.
SCHLINDWEIN et al., (2008) observou que bactérias nodulares originalmente de Acacia
decurrens aumentaram a taxa de germinacdes de sementes de alface devido a producdo de acido
indolacético (AlA) em quantidades adequadas para a hortalica. Diversos estudos relatam a
producio de fito-hormonios por bactérias isoladas da rizosfera de plantas (ARAUJO et al.,
2010), essenciais no desenvolvimento fisiolégico das plantas, atuando na regulacdo de
parametros como a germinacdo de sementes, formacao de raizes, entre outros (Raven et al.,
2001).

Segundo MARQUES et al., (2014), no processo de germinacdo, apés a absor¢do da
agua, ha o acréscimo de enzimas e 0 consequente aumento na atividade metabdlica. No presente
estudo, o método utilizado para o tratamento de sementes, pode ter favorecido a penetracéo dos
isolados bacterianos no momento de reidratagdo das sementes, influenciando
significativamente no processo de germinagao com a producao de enzimas pela bactéria ou pela

propria semente.
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Figura 17. Porcentagens de sementes de soja germinadas em substratos infestados com
Rhizoctonia solani e tratados com as bactérias Burkholderia cepacia PR10 e Burkholderia
glumae PRO02, aplicadas na semente (A) e no substrato (B). *Letras diferentes representam
diferenga significativa, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 18. Porcentagens de plantas de soja sobreviventes em substratos infestados com
Rhizoctonia solani e tratados com as bactérias Burkholderia cepacia PR10 e Burkholderia
glumae PRO02, aplicadas na semente (A) e no substrato (B). *Letras diferentes representam
diferenga significativa, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Para ambas as bactérias, a aplicagdo mediante mergulho das sementes no caldo
bacteriano possiblitou as menores severidades da doenca, demonstrando ser o método mais
indicado para o controle do fungo. O isolado B. cepacia PR10 destacou-se por possibilitar os
menores indices da doenca pelos dois métodos de aplicacao, na presenca do fungo. Ja o isolado
B. glumae PRO2 ndo demonstrou a eficiéncia esperada apesar de, nos ensaios anteriores, ter
apresentado melhores resultados em relagdo aos demais microrganismos. Geralmente, o
antagonismo apresentando in vitro por um microrganismo em relacdo a um fitopatégeno, pode
ndo ser considerado como uma evidéncia de sua eficacia quando avaliado em condicdes de casa
de vegetacdo (REDDY, et al., 1994). Tais aspectos podem estar relacionados a diversos fatores,
como o comportamento bacteriano em relacdo a um complexo maior de microrganismos, visto
que a aplicacdo em casa de vegetacdo induz a uma maior interacdo entre a microbiota presente
no solo. Outro aspecto a ser considerado esta relacionado ao ambiente nutricional, pois a
disposicdo de nutrientes na natureza difere consideravelmente dos meios de cultivos
convencionais. Sendo assim ambos 0s aspectos podem afetar o desenvolvimento e a
sobrevivéncia do microrganismo (BEVININO et al., 1998).

Em um estudo conduzido por BEVININO et al., (1998) ficou evidente a variacdo do
potencial antag6nico de isolados de B. cepacia sobre Fusarium spp. Nesse estudo os isolados
que apresentaram atividades antagonicas nos experimentos in vitro ndo foram eficazes no
controle do fitopatdgeno nos ensaios em casa de vegetacao.

Em relacdo ao peso de biomassa (Figura 19), os melhores tratamentos foram as duas
bactérias e 0o meio GY aplicados no substrato, na auséncia do fungo, ndo diferenciando-se entre
si e da bactéria B. cepacia PR10 aplicada na semente, mas diferenciando dos demais
tratamentos (Fi1, 172=2,425; P=0.0081). Esses resultados sugerem que a aplicagdo sobre o
substrato promove menor eficacia da bactéria para o controle do fungo em relacéo a aplicacao
na semente por mergulho, porem possibilita um maior incremento de biomassa das plantas o
que pode ser um fator de compensacao para a recomendacdo também dessa técnica além do

mergulhos das sementes.
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Figura 20. Média do peso (em gramas) das plantas de soja em substratos infestados com
Rhizoctonia solani e tratados com as bactérias Burkholderia cepacia PR10 e Burkholderia
glumae PRO02, aplicadas na semente (A) e no substrato (B) . *Letras diferentes representam
diferenga significativa, pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.

Uma provavel explicacdo para o aumento de biomassa das plantas pelas aplicagcdes no
substrato pode estar relacionado a disponibilidade dos caldos e do meio por mais tempo no
substrato, permitindo um melhor aproveitamento dos mesmos pela planta para seu
desenvolvimento em relacdo ao mergulho das sementes, quando os caldos e 0 meio estariam
restritos apenas a superficie das sementes. Esse efeito pode ser o0 mesmo proporcionado pelos
condicionadores de solo.

As duas bactérias B. cepacia PR10 e B. glumae PR02 possibilitaram um rendimento de
biomassa numericamente maior que do meio GY pelas aplicacdes no substrato, porém sem
diferengas significativas. Segundo Gomes et al. (2003), isolados de Bacillus pulmilus e Bacillus
thuringiensis subvar. kenyae aumentaram significativamente a biomassa de mudas de alface,
em 50 % e 42% respectivamente. Outro estudo conduzido por Silveira et al. (2001), evidenciou
0 incremento da biomassa vegetal em mudas de pepido, estimuladas por isolados de B.
amyloliquefaciens e Enterobacter cloacae.

Resultados semelhantes ao do presente estudo foram obtidos por MAHDY et al., (2006)
quando avaliou Bacillus thuringiensis e Trichoderma harzianum para o controle de R. solani
em soja, usando dois métodos de aplicagdo: tratamento do solo e tratamento de sementes. A

bactéria B.thuringiensis possibilitou 0 maior indice de sobrevivéncia das plantas com menor
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indice de doenca para sua aplicacdo em tratamento de semente (46% e 65%, respectivamente)
comparada a sua aplicagéo no solo (14% e 91,7%, respectivamente).

A aplicacdo de bactérias para o controle de fitopatdgenos e promocdo de crescimento
tem se tornado uma prética cada vez mais explorada no Brasil, ressaltando a necessidade da
bioprospeccdo de novos isolados cada vez mais eficazes para uso na agricultura. Entre os
isolados encontrados no solo e na rizosfera, algumas espécies do género Burkholderia tém
demonstrado propriedades potenciais esse fim, como para o controle biologico, biorremediagédo
e promocgao de crescimento vegetal (O’SULLIVAN; MAHENTHIRALINGAM, 2005). Um
dos mecanismos apresentados por esse género, evidenciado por Batista (2013) com estudos in
vitro, € a producédo de acido indol acético, siderdforos e fixagdo bioldgica de nitrogénio, que
podem resultar em um aumento expressivo na altura e peso de plantas de soja, com incremento
de 46% e 102% respectivamente, apos 60 dias de crescimento. No presente trabalho, B. cepacia
PR10 e B. glumae PRO02 aplicados sobre o substrato parecem favorecer o crescimento e
desenvolvimento das plantas.

Além das propriedades bioestimulantes, o género Burkholderia ja foi citado como
antagonistas a fungos fitopatdgenos como Fusarium e Rhizoctonia em sementes de soja.
Bevinino et al., (1998), avaliou o potencial antagénico de 14 cepas de B. cepacia sobre 12
isolados fungicos de Fusarium Liseola, associados a plantas de milho in vitro. Todos os isolados
inibiram significativamente o crescimento micelial dos 12 isolados do fungo.

Concluindo, no presente estudo, os isolados ndo apresentaram caréater fitotoxico ou
efeitos negativos no desenvolvimento das plantas de soja, exercendo efeitos positivos e

sobressaindo como antagonista potencial para o controle de R. solani.
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CONCLUSOES

e O isolado B. glomae PR0O2 demonstrou maior porcentagem de inibicdo (71%) do

fitopatdgeno R. solani in vitro;

e Os filtrados bacterianos do isolado B. glomae PR02 destacou-se, apresentando 100% de

inibicdo em todas as concentragdes avaliadas;

e O metodo de aplicacdo das bactérias com as sementes mergulhadas no caldo de cultivo
apresentou melhores resultados comparado ao revestimento das sementes com goma

Xantana mais os caldos;

e O isolado P. aeruginosa MAQ7 demonstrou-se fitopatogénico a sementes de soja,

causando maior severidade no tratamento com goma xantana;

e Osisolados B. glomae PR02 e B. cepacia PR10 proporcionaram maior inibi¢do do fungo

in vivo, no método de aplicacdo por mergulho;

e O isolado B. cepacia PR10 controlou o fungo em casa de vegetacéo;

e A comunidade bacteriana presente no mangue possui potencial biotecnoldgico para o
controle de R. solani em sementes de soja.
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