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RESUMO

As bactérias associativas de plantas, conhecidas como rizosféricas e endofiticas,
influenciam no desenvolvimento, na nutricdo e na saude das plantas. Por habitarem
a rizosfera e o interior do tecido vegetal apresentam grande potencial de emprego na
nutricdo de plantas e redugdo do uso de defensivos quimicos, apresentando-se
como uma alternativa sustentavel para a agricultura. Nas ultimas décadas tem sido
crescente o interesse na identificacédo, caracterizagao e realizagao de ensaios para a
selecao de potenciais microrganismos que atuam no controle biolégico de pragas e
doencgas de culturas de importancia econémica. Deste modo, o objetivo do presente
projeto foi caracterizar bactérias associativas pertencentes ao banco de estirpes de
microrganismos do Laboratorio de Microrganismos e Processos Biotecnoldgicos da
Universidade Federal de Santa Catarina (LAMPB-UFSC) quanto ao potencial uso no
controle biolégico do fitopatdgeno Rhizoctonia solani em condigdes in vitro.
Inicialmente foi realizado um screening para determinar o potencial de antagonismo
de dez isolados de bactérias na inibicdo do crescimento de R. solani em meio de
cultura Agar Batata Dextrose (BDA), método de cultivo Dual. Os isolados
bacterianos mais promissores foram selecionados para realizacdo dos ensaios de
enfrentamento do fitopatdgeno via inoculacdo de sementes de soja utilizando
diferentes dosagens (0,5, 1,0 e 2 mL kg semente). O isolado mais promissor foi
submetido a identificagcdo molecular, por meio do sequenciamento do gene 16S
rRNA e caracterizado quanto a producao de substancias promotoras do crescimento
vegetal in vitro (producédo da enzima ACC deaminase (1-aminociclopropano-1-acido
carboxilico), quantificagdo de acido indol acético-AlA, producdo das enzimas
celulase e quitinase). No método de cultivo Dual, o isolado UFSC-BS destacou-se
quanto a redugédo do crescimento do patdégeno, apresentando porcentagem de
inibicao superior a 50%, enquanto as estirpes de Pseudomonas sp. (UFSC-AG05) e
de Bacillus sp. (UFSC-1S3 e UFSC-4P3) apresentaram eficiéncia intermediaria no
controle (32 a 36%). Dentre estes isolados, o UFSC-BS também se destacou nos
testes de antagonismo via inoculagdo de sementes, pois apresentou porcentagem
de inibicao do patégeno R. solani superior a 50% nas trés doses avaliadas (0,5; 1,0;
2,0 mL kg sementes). O isolado UFSC-BS foi identificado como Bacillus sp e
apresentou resultado positivo para produgao de celulase e negativo para quitinase e
ACC deaminase, enquanto a produgao de AlA foi de 3,43 pg mL-. Conclui-se que o
isolado UFSC-BS (Bacillus sp) apresenta potencial de controle do fitopatégeno R.
solani em condigbes in vitro. Desta forma recomenda-se a realizagdo de estudos
posteriores para determinagao da capacidade de controle de outros fitopatdogenos,
inclusive em condi¢cdes n&o controladas.

Palavras-chave: agentes de biocontrole; microrganismos promotores do
crescimento de plantas; fitopatégenos.



ABSTRACT

Plant-associative bacteria, known as rhizospheric and endophytic, influence the
development, nutrition and health of plants. Because they inhabit the rhizosphere
and interior of plant tissue, they have great potential for use in plant nutrition and
reducing the use of chemical pesticides, presenting themselves as a sustainable
alternative for agriculture. In recent decades, there has been growing interest in
identifying, characterizing and carrying out tests to select potential microorganisms
that act in the biological control of pests and diseases of crops of economic
importance. Therefore, the objective of the present project was to characterize
associactive bacteria belonging to the bank of microorganism strains of the
Laboratory of Microorganisms and Biotechnological Processes of the Federal
University of Santa Catarina (LAMPB-UFSC) regarding their potential use in the
biological control of the phytopathogen Rhizoctonia solani under conditions in vitro.
Initially, screening was carried out to determine the antagonism potential of ten
isolates of bacteria in inhibiting the growth of R. solani in Potato Dextrose Agar (BDA)
culture medium, Dual cultivation method. The most promising bacterial isolates were
selected to carry out tests to combat the phytopathogen via inoculation of soybean
seeds using different dosages (0.5, 1.0 and 2 mL kg seed-1). The most promising
isolate was subjected to molecular identification, through sequencing of the 16S
rRNA gene and characterized for the production of substances that promote plant
growth in vitro  (production of the ACC  deaminase enzyme
(1-aminociclopropano-1-acido carboxilico), quantification of indole acetic acid-IAA,
production of cellulase enzymes and chitinase). In the Dual cultivation method, the
UFSC-BS isolate stood out in terms of reducing pathogen growth, showing an
inhibition percentage greater than 50%, while the Pseudomonas sp. (UFSC-A605)
and Bacillus sp. (UFSC-1S3 and UFSC-4P3) showed intermediate control efficiency
(32 to 36%). Among these isolates, UFSC-BS also stood out in the antagonism tests
via seed inoculation, as it presented a percentage of inhibition of the pathogen R.
solani greater than 50% in the three doses evaluated (0.5; 1.0; 2.0 mL kg seeds-1).
The UFSC-BS isolate was identified as Bacillus sp and presented a positive result for
cellulase production and negative for chitinase and ACC deaminase, while I1AA
production was 3.43 ug mL-1. It is concluded that the UFSC-BS isolate (Bacillus sp)
has the potential to control the phytopathogen R. solani under in vitro conditions.
Therefore, it is recommended that further studies be carried out to determine the
ability to control other phytopathogens, including in uncontrolled conditions.

Keywords: biocontrol agents; plant growth promoting microorganisms;
phytopathogens.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Isolados de bactérias associativas em placas demonstrando a inibi¢do do
crescimento micelial do patogeno Rhizoctonia solani pelo método dual. (A)
Fitopatégeno Rhizoctonia s, (B) isolado UFSC-20S3, (C) isolado UFSC-BS. 30
Figura 2 — (A)- Relagao entre as bactérias associativas e a porcentagem de inibigdo
nas diferentes concentragées (05, 1,0 e 2,0 mL/Kg de semente) comparadas ao
controle positivo. (B)- Placas contendo sementes de soja inoculadas diferentes doses
dos isolados avaliados (0,5, 1,0 e 2,0 mL kg sementes') em enfrentamento com o
fitopatégeno R. solani. 32
Figura 3 — (A)- Ensaio qualitativo para detec¢cdo da enzima celulase. Crescimento
dos microrganismos em meio com adi¢do de carboximetilcelulose como unica fonte
de C. Apds sete dias de incubacgéo foi realizada a adigcdo do corante vermelho congo
e NaCl ao meio para revelagéo da produgdo da enzima celulase in vitro.(B)- Ensaios
qualitativos para detecgdo da enzima quitinase. Crescimento dos microrganismos
em meio M9 + Chitin Azure apds 14 dias de incubagdo. Degradagdo do corante
indicaria resultado positivo para a produgdo de quitinase. (C)- Representagdo da
produgéo de acido indol acético por Bacillus sp (UFSC-BS) em meio de cultura

contendo Triptofano (Trp) como indutor. 35



LISTA DE QUADROS

Quadro 1 — Bactérias endofiticas provenientes do banco de microrganismos do
LAMPB-UFSC empregadas nos testes de antagonismo contra o fitopatdégeno

Rhizoctonia solani. 24



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Efeito de isolados de bactérias endofiticas no percentual de inibicdo do
crescimento micelial do patégeno Rhizoctonia solani pelo método dual. 30
Tabela 2 —Producgé&o in vitro de substancias promotoras do crescimento de plantas
por Bacillus sp (UFSC-BS). 31



-_—

6

SUMARIO

INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA........occteirereereeressesessessessessssessessessssssssssssssssenns 16
. REVISAO BIBLIOGRAFICA..........ceeereeietreeerensesesssessssssssessssssssssssesesssasssasnns 18
2.1 CULTURA DA SOJA NO BRASIL ....uttiiiiiiiiiieiieeeeeeee e 18
2.2 RHIZOCTONIA SOLANI NO CULTIVO DA SOJA......cooiiiiie 19
2.3 MICRORGANISMOS ASSOCIATIVOS DE PLANTAS........ccoiiiiieeeeeeeee 21
2.4 MICRORGANISMOS ASSOCIATIVOS DE PLANTAS COMO AGENTES DE
BIOCONTROLE..... .ottt e e e e e e e e e e e e e e e e e e s aernnnnees 22
HIPOTESE.......coouiiiecicesacs s ssss e s sas e s s e s s sae s sse s sae s sse s enessssesnsssssaneen 23
(0= 1 I L0 ] . 23
4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS.......ocu oottt 23
MATERIAIS E METODOS.........coooeemiirireeneseessessssesssssssssssessssssssssssssssssssssssssnes 24
5.1 OBTENCAOQO DOS ISOLADOS.........oiieieeeeeeeeeeeeee e, 24
5.2 SELEQAO E AVALIACAO DO POTENCIAL ANTAGONICO DAS
BACTERIAS ASSOCIATIVAS IN VITRO.....uuiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee 25
5.2.1 Ativacao e teste inicial com bactérias com potencial antagonista.25
5.2.2 Selegao de bactérias com potencial antagonista via inoculagdo em
semente de SOJa.......ccuviiiiiiiiiiiiiiii e —————— 26
5.2.3 Avaliagao do potencial de antagonismo..................ccccciiiinnnn. 26
5.3 ANALISES ESTATISTICAS. ....ovieeeeeeeeeeee ettt e, 27
5.4 IDENTIFICACAO MOLECULAR DO ISOLADO DE INTERESSE ............... 27
5.4.1 Identificagado do isolado por sequenciamento do gene rRNA 16S...
27
5.5 AVALIACAO DA CAPACIDADE PROMOTORA DO CRESCIMENTO DE
PLANTAS IN VITRO. ...ttt e e e e e e e e e e aaaaaeeeas 28
5.5.1 Quantificacao da producgao de acido indol acético (AlA).............. 28
5.5.2 Quantificacao da atividade enzimatica da
1-aminociclopropano-1-acido carboxilico (ACC) deaminase...........cccceeuee 29
5.5.3 Avaliacao qualitativa da produgao de enzimas hidroliticas............ 29
5.5.3.1 Produc@o de celulase.............cccccueeeeruueeieeeeeieeeeeeeiieeeeeeeeieaenn 29
5.5.3.2 Producgdo de QUItINGSE.................uceeeeueeeiiieeeeee e 30
RESULTADOS........oeeeiiirrrrir s ssssss s s s s s s s s s mmnnns 30
6.1 TESTE INICIAL COM BACTERIAS COM POTENCIAL ANTAGONISTA IN
Y4 L1 PP 30
6.2 SELECAO DE BACTERIAS ENDOFITICAS COM POTENCIAL
ANTAGONISTA EM SEMENTES DE SOJA.....coo i 31

6.3 CARACTERIZACAO E AVALIACAO DA CAPACIDADE DE PROMOTORA DO
CRESCIMENTO DE PLANTAS. ...ttt 33



7 DISCUSSAO

8 CONCLUSAD........cirtrerertreseesessse et sas s s s ss s e sa s sas s s s sas s s nanans

REFERENCIAS



16

1 INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

A agricultura é indiscutivelmente uma das atividades econbmicas mais
importantes de todo o mundo e as praticas de manejo adotadas impactam
diretamente a qualidade ambiental. O uso intensivo de agrotéxicos e fertilizantes
quimicos acaba por poluir solos, rios e oceanos, contribuindo para o desequilibrio
ecoldgico, evidenciando assim, a necessidade de estabelecer estratégias mais
sustentaveis e que causem menor impacto ao meio ambiente (EMBRAPA, 2020). Ao
longo do ultimo século, pesquisas demonstraram que bactérias e fungos séao
capazes de beneficiar as plantas simbiontes por meio de diferentes mecanismos,
como promogao de biomassa, maior resisténcia a condi¢des de estresse bidtico e
abidtico, bem como pelo estabelecimento de relagdes antagbnicas como antibiose,
competicdo, parasitismo, predacdo e inducdo de resisténcia em plantas contra
patdbgenos e parasitas (WHIPPS, 2001), resultando assim em sistemas mais
produtivos e sustentaveis.

A utilizagdo de microrganismos, especialmente no controle bioldgico, tem sido
crescente e promissora, minimizando consideravelmente o uso de agroquimicos e
os danos ao meio ambiente. Desta forma, ha um interesse crescente em encontrar
produtos e novas praticas de controle para uso em estratégias de manejo integrado
de pragas e doencgas na agricultura (LOPES, 2018). As bactérias associativas de
plantas sdo conhecidas como rizosféricas e endofiticas, as primeiras sado definidas
pelos microorganismos presentes na proximidade das raizes, que exercem
influéncias significativas no desenvolvimento, nutricdo e saude das plantas. Além
disso, contribuem para a melhoria da qualidade do solo, e as endofiticas sao
microrganismos que habitam o interior das plantas sem causar danos aos seus
hospedeiros, firmando uma intima relagdo com a espécie vegetal. Uma das
principais vias de entrada deste grupo microbiano € a rizosfera, onde as plantas sao
capazes de liberar sinalizacdo receptora aos microrganismos que facilitam a
colonizagdo de grupos especificos, bem como substancias nutritivas que atuam na
promogdo do crescimento de plantas (BAIS et al., 2006; COMPANT et al.,
2011). Essas bactérias associativas tém sido estudadas amplamente como agentes
de biocontrole para diversas culturas agricolas, incluindo a soja, que atualmente é
uma das principais commodities agricolas do mundo, sendo uma cultura de grande

importancia econdmica e alimentar.
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No entanto, os patdogenos da soja, como a Rhizoctonia solani JG Kuhn,
(1858), tém sido um grande problema para os produtores, causando perdas
significativas de produtividade e qualidade dos graos. O fungo R. solani ocorre em
diversas culturas de importancia econémica, como a batata, feijdo, fumo, milho e,
principalmente, a soja. Este patdgeno causa podridées radiculares no inicio do
desenvolvimento e provoca redugdao no vigor e na germinagdo da semente. A
incidéncia e a severidade do ataque estdo associados as condi¢cdes do solo e a
sequéncia de culturas cultivadas na area. O ataque € mais severo em lavouras com
alta densidade de plantas, conduzidas em solos orgéanicos, argilosos ou
compactados e onde ha acumulo de agua na superficie do solo. Comumente, o
controle mais utilizado é o tratamento das sementes com fungicidas que geram
grandes problemas ambientais e a saude (FENILLE, 2001; ERPER et al., 2011;
XING, 2022). O uso de agentes de biocontrole, como as bactérias associativas,
podem ser uma alternativa para o controle desses patdégenos (HENNING et al.,
2014).

Neste sentido, o Laboratério de Microrganismos e Processos Biotecnoldgicos
(LAMPB), da Universidade Federal de Santa Catarina, atua ativamente no
isolamento, caracterizagdo morfoldgica e molecular de microrganismos associativos
e verificagdo da capacidade de produgao de substancias promotoras do crescimento
vegetal in vitro. Como resultado, hoje o LAMPB-UFSC conta com uma vasta colegao
desses microrganismos que possuem capacidade de promog¢do do crescimento
vegetal com potencial emprego como inoculantes para espécies vegetais utilizadas
para recuperagao de areas degradadas pela mineragdo de carvao e em sistemas
agricolas (MOURA et al., 2016, HERNANDEZ et al., 2017; NASCIMENTO 2018;
SILVA, 2020). Estes isolados foram fundamentalmente caracterizados quanto a
producdo de substancias promotoras do crescimento vegetal, ndo sendo avaliados
quanto a capacidade de agdo como agentes de biocontrole de patégenos de culturas
de interesse agricola. Deste modo, visando a adog¢ao de técnicas mais sustentaveis
na agricultura, o presente trabalho pretende explorar o potencial de bactérias
associativas da colecdo do LAMPB-UFSC no controle de R. solani em condigdes in

vitro.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CULTURA DA SOJA NO BRASIL

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), a
soja foi introduzida no pais na década de 1920, inicialmente como uma planta
ornamental. A produgdo comercial de soja teve inicio nas décadas de 1950 e 1960,
com a importacao de variedades de sementes dos Estados Unidos. A partir dai, a
cultura da soja comegou a se expandir rapidamente, especialmente nas regides
Centro-Oeste e Sul do Brasil (BONATO E R. & BONATO A L., 1987)

A area de plantio de soja na regido brasileira € de 40,9 milhdes de hectares,
com producdo de 123,8 milhdes de toneladas colhidas e produtividade média de
3.026 kg/ha (CONAB, 2022). Essa elevada produtividade tem colocado o Brasil em
uma posicao de destaque no cenario mundial de producdo da soja. Atualmente, o
Brasil € o segundo maior produtor e exportador mundial de soja, ficando atras
apenas dos Estados Unidos. A competitividade da agricultura brasileira, aliada a
vasta extensdo de terras disponiveis para a produgao, tem contribuido para a
consolidagdo do Brasil como um dos principais fornecedores globais desse grao.
Estima-se que a soja brasileira, em 2033/2034, sera responsavel por cerca de 43%
nas exportagbes nacionais de grédos para o comércio mundial (BRASIL, 2022;
CONAB, 2022).

Os produtos derivados da soja podem ser classificados em quatro
grupos, de acordo com o seu processamento: produtos ndo desengordurados, como
leite de soja e extrato de soja; produtos de farelo desengordurado, resultantes da
trituragdo dos graos, como farinhas e farelos; produtos de 6leo bruto, que incluem
Oleos comestiveis e margarinas; e alimentos naturais, que podem ser fermentados
ou nao fermentados, como shoyu e graos frescos verdes, respectivamente
(CARRAO-PANIZZI, 2011). O avango das tecnologias de processamento possibilitou
novas aplicagdes para a cultura da soja, que hoje esta disponivel no mercado como
matéria-prima para diversos subprodutos (CARRAO-PANIZZI, 2011). Como
resultado, o grado da soja € utilizado na produgao de adesivos, nutrientes, espumas,

fibras, adubos, revestimentos, emulsdes para tintas, alimentacdo animal e outras
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aplicagdes. Essas oportunidades de utilizacdo contribuem para a valorizagao e
versatilidade da soja como uma cultura de grande importadncia econOmica e
comercial (EMBRAPA-SOJA, 2001).

No entanto, a expansdo da agricultura traz consigo desafios e impactos
ambientais significativos que demandam agdes urgentes. O desmatamento é uma
das principais preocupacgdes associadas a essa atividade, conforme apontado pelo
Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE). Areas de floresta amazonica tém
sido convertidas em plantagbes de soja, especialmente no conhecido “Arco do
Desmatamento”, além do uso extensivo de agroquimicos para controlar pragas
agricolas nas plantagdes. Essas praticas ndo afetam apenas a biodiversidade, mas
toda a cadeia produtiva decorrentes destes atos. E crucial que medidas sejam
adotadas e implementadas visando controle e fiscalizagdo para conciliar o
desenvolvimento agricola com a preservagao ambiental (SPADOTTO et al, 2022)

Um dos maiores desafios encontrados no processo de cultivo da soja é 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). Adicionalmente, estudos que visam o
desenvolvimento de tecnologias aplicadas ao campo vém sendo desenvolvidos ao
longo dos anos visando aumento da produtividade e a reducdo dos custos

produtivos e, atualmente, ambientais.

2.2 RHIZOCTONIA SOLANINO CULTIVO DA SOJA

No Brasil, a cultura da soja é afetada por uma diversidade de doengas e o
controle representa um desafio significativo para os agricultores. Estima-se que mais
de 40 doencgas tenham sido identificadas no pais, causadas por uma variedade de
patdgenos, como fungos, bactérias, nematdides e virus. Essas doengas podem
comprometer diferentes partes da planta, como sementes, plantulas, raizes, caule e
folhas, resultando em perdas significativas na produgdo. A importédncia econémica
de cada doencga varia anualmente e é influenciada por fatores climaticos e praticas
de manejo. Além disso, a disseminacdo das doengas pode ocorrer por meio de
sementes infectadas, insetos, vento, agua e até mesmo por atividades humanas,
reforcando a necessidade de estratégias eficazes de controle e monitoramento
(CELESTINO et al., 2016; BEN et al., 2015).
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Dentre as doencas da soja no Brasil, algumas se destacam pela sua
relevancia econbmica e impacto na produg¢ao, como a podridao radicular, causada
principalmente pelo fungo Rhizoctonia solani. Este patdogeno afeta o sistema
radicular das plantas, prejudicando sua capacidade de absorver agua e nutrientes
(FENILLE, 2001).

O fungo Rhizoctonia solani (anamorfo Thanatephorus cucumeris) é a espécie
mais estudada no género Rhizoctonia (SNEH, 1991). A descricdo da espécie, assim
como os sintomas da doenca, foi realizada por Kihn em 1858 a partir de tubérculos
de batata enferma (PARMETER, 1970). O patégeno € um parasita facultativo
altamente competitivo e eficiente em relagdo a outros saprofitos do solo. Sua
sobrevivéncia no solo é auxiliada pela formagao de esclerddios, estrutura formada
pelo condensamento das hifas (HOITINK, 1991). Nos esclerddios, surgem hifas que
germinam e formam micélios, sendo assim, fonte de indculo para infeccéo e
propagacao da doenga (KEIJER, 1996).

Na infeccdo por R.solani geralmente os esclerddios primeiro germinam para
formar micélios, os quais crescem em direcdo a planta hospedeira. O crescimento
micelial ira ocorre em resposta a exsudatos de plantas hospedeiras e é sucedido por
ligacdo das hifas aos tecidos do hospedeiro, crescimento das hifas ao longo das
paredes celulares epidérmicas do hospedeiro, formagao do apressorio, colonizagao
do tecido hospedeiro e eventual colapso das células (KEIJER, 1996). R. solani é
considerado um patégeno necrotréfico, sendo que a atividade da maioria dos
patdgenos necrotroficos tem sido associada a produgcado de enzimas extracelulares
ou toxinas (VAN KAN, 2006).

O apodrecimento de sementes e o damping off na pré-emergéncia ocorre
com maior frequéncia em areas com altas quantidades de in6culo ou em condi¢des
que afetam negativamente a germinagdo e emergéncia de plantulas, como clima frio
e umido. Sob menor pressdo do inéculo, as raizes e hipocdtilos das plantas
germinadas ficam apodrecidas, sendo esses sintomas mais comuns apds a
emergéncia das plantas. As plantas com raizes afetadas podem exibir um
crescimento lento das raizes laterais, tornando as plantas menos vigorosas, com
redugcdo da capacidade de absorcdo de agua e nutrientes. Tais plantas
apresentaram aparéncia cloréticas e atrofiadas (HWANG; HOWARD; CHANG,
1996).
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O uso de tratamentos de sementes com a aplicagdo de fungicidas é um dos
principais métodos adotados para o controle do patdgeno. Esses oferecem protegao
da semente durante os estagios iniciais de crescimento, sendo um dos métodos
mais utilizados (KATARIA; GISI, 1996; DORRANCE et al., 2003). Os tratamentos de
sementes ndo sO protegem as sementes germinadas do tombamento de
pré-emergéncia, mas também ajudam a garantir o desenvolvimento de um sistema
radicular saudavel, acelerando o crescimento e estabelecimento das plantas,
tornando as plantas menos vulneraveis a infecgdo (LAZZARETTI & BETTIOL, 1997).

2.3 MICRORGANISMOS ASSOCIATIVOS DE PLANTAS

As bactérias associativas ou rizosféricas desempenham um papel crucial na
promogao do crescimento das plantas. Ao colonizarem a rizosfera, esses
microorganismos estabelecem uma relagdo simbidtica. A capacidade de fixagao de
nitrogénio atmosférico que essas bactérias apresentam contribui significativamente
para o fornecimento desse nutriente vital, essencial para o desenvolvimento
saudavel das plantas. Além disso, as bactérias associativas estdo envolvidas em
processos de solubilizagao e disponibilizagédo de nutrientes no solo. No contexto da
rizosfera, as rizobactérias emergem como agentes promotores do crescimento
vegetal. Essas secretam compostos bioativos que estimulam o desenvolvimento das
raizes e aumentam a absorcdo de nutrientes pelas plantas. Além disso, as
rizobactérias sdo conhecidas por conferir resisténcia as plantas contra patégenos do
solo, e melhorar a saude das plantas fortalecendo seu sistema imunoldgico. Ja as
bactérias endofiticas, estdo presentes em todas as espécies vegetais,
permanecendo em estado de laténcia ou colonizando ativamente os tecidos de
forma local ou sistémica (ZINNIEL et al., 2002; BOTTA et al., 2013). Essas
bactérias estabelecem uma simbiose interna, estimulando o crescimento e a
resisténcia das plantas. Esses microorganismos, ao colonizar o interior das plantas
de forma nao prejudicial, sdo ativos na producédo de substancias promotoras do
crescimento. Estas incluem horménios de crescimento e compostos que melhoram a
eficiéncia da absorcado de nutrientes. Ja em relagao as plantas, liberam compostos
organicos no solo através de suas raizes, conhecidas como exsudatos radiculares,

esses compostos podem servir como fonte de alimento para as bactérias
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associativas. Em troca, as bactérias proporcionam beneficios as plantas, como a
fixagdo de nitrogénio ou a promogao do desenvolvimento radicular, favorecendo as
plantas contra estresses ambientais, contribuindo para um crescimento exitoso
(BOTTA et al., 2013).

Além de desempenhar um papel na absorcdo de nutrientes, as bactérias
associativas de plantas sdo capazes de modular os niveis de hormdnios vegetais,
como o acido indol-acético (AIA) e a producdo da enzima ACCd, que regula
diretamente os niveis de etileno na planta. A ACCd € uma enzima responsavel pela
conversao irreversivel de ACC, o precursor imediato do etileno, em amébnia e
a-cetobutirato. Desta forma, as bactérias associativas que possuem a capacidade de
sintetizar ACCd podem promover o crescimento vegetal ao diminuir os efeitos dos
niveis de etileno na planta (GLICK 2014; VURUKONDA et al., 2016).

2.4 MICRORGANISMOS ASSOCIATIVOS DE PLANTAS COMO AGENTES
DE BIOCONTROLE

Vérias sao as bactérias associativas envolvidas no controle biolégico, dentre
estas as pertencentes aos géneros Pseudomonas e Bacillus sao as mais estudadas
(BETTIOL et al. 2009). Essas bactérias, apresentam interacdes do tipo antibiose,
competicdo, parasitismo e indugao de resisténcia, podendo ser encontradas no solo,
rizosfera ou endofiticamente nos tecidos vegetais (LUDWIG et al., 2013). Antibiose é
um tipo de interagédo entre organismos, na qual um ou mais metabdlitos produzidos
pelo antagonista tém efeito negativo sobre o patdgeno, resultando na inibicdo do
crescimento e/ou germinagdo. Competicdo € a interacdo entre organismos
compelidos na mesma acgado, ocorre principalmente quando ha disputas seja por
alimentos, por espago e/ou por oxigénio. O parasitismo ocorre quando um
microrganismo se nutre a partir de estruturas vegetativas e/ou reprodutivas do outro.
Os hiperparasitas atacam hifas, estruturas de resisténcia e de reproducédo dos
fitopatogenos. A predacédo ocorre quando um organismo obtém alimento a partir de
fitopatogenos e de diversas fontes. A indugcdo de resisténcia é o estimulo dos
mecanismos de defesa do hospedeiro por meio da introdugdo de organismos nao

patogénicos. A partir da introdugdo de determinado microrganismo de controle
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biolégico pode ocorrer a coexisténcia de diferentes mecanismos de controle
(TORRES et al., 2000).

O uso de microrganismos no controle biolégico minimizam os varios efeitos
prejudiciais para o meio ambiente e saude em relagdo ao uso de agroquimicos. Ha
um interesse consideravel em encontrar abordagens de controle alternativo para uso
em estratégias de manejo integrado de pragas e doengas na agricultura e essas
estratégias tém sido amplamente pesquisadas (KORTEKAMP, 2011).

O grande empenho em pesquisas envolvendo o controle biolégico esta
aumentando mundialmente, tornando-se gradualmente um componente no manejo
integrado em plantios agricolas. A partir da pesquisa sobre o uso de microrganismos
antagonistas especificos, muitos microrganismos eficientes foram encontrados e
inclusive vém sendo utilizados em formulagdes comerciais com sucesso, como uma
ferramenta eficaz no controle de pragas e doengas e também como inoculantes para
biofertilizacdo (SANTOS et al., 2011)

3 HIPOTESE

Bactérias associativas pertencentes ao banco de microrganismos do

LAMPB-UFSC possuem capacidade de atuar como agentes de biocontrole de

fitopatogenos de importancia agricola, mais especificamente sobre o fungo

Rhizoctonia solani.

4 OBJETIVO GERAL

Caracterizar  bactérias  associativas pertencentes ao banco de

microrganismos do LAMPB-UFSC quanto ao potencial uso no controle biolégico do

fungo Rhizoctonia solani em condi¢des in vitro .

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS



e Realizar screening de bactérias associativas

antagébnica a Rhizoctonia solani em condig¢des in vitro;
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com potencial atividade

e Identificar a bactéria UFSC-BS por meio do sequenciamento do gene 16S

rRNA

e Avaliar mecanismos diretos de promocdo do crescimento de plantas no
isolado UFSC-BS.

5 MATERIAIS E METODOS

5.1 OBTENCAO DOS ISOLADOS

Foram selecionados 10 isolados de bactérias associativas do banco de

microrganismos do LAMPB-UFSC conforme descrito no quadro 1. Destes dez

isolados, nove ja foram identificados e avaliados quanto a promogao de crescimento
de plantas (SILVA, 2020; MOURA et al., 2013; HERNANDEZ et al., 2017; HERNANDEZ

et al.,, 2019). E um isolado ndo possui identificagdo e nem foi avaliado quanto a

producao de compostos promotores do crescimento de plantas. Ja o fitopatégeno

Rhizoctonia solani CMES 1796 foi fornecido pela Embrapa Soja.

Quadro 1: Bactérias associativas provenientes do banco de microrganismos

do LAMPB-UFSC empregadas nos testes de antagonismo contra o fitopatdgeno

Rhizoctonia solani. (continua)

Isolados Procedéncia Classificacao Local de Referéncia
isolamento

UFSC-1S3 Rizosférica

UFSC-4P3 Endofitica Bacillus sp. Bom Jardim da SILVA, 2020

UFSC-20S3 Rizosférica Serra-SC

UFSC-MS Rizosférica Rhizobium sp. Crictuma-SC MOURA et al., 2013
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Isolados Procedéncia Classificacao Local de Referéncia
isolamento
HERNANDEZ et al.,
2017

UFSC-A611 Rizosférica Treviso-SC. ’
UFSC-A605  Rizosférica  Pseudomonas Treviso-SC. HERNAZ%?SZ ctal,
UFSC-ARI18 Rizosférica sp. Lauro Muller-SC
UFSC-A1211 Rizosférica Sideropolis-SC.
UFSC-AR02  Rizosférica  Rhizobium sp.  Lauro Muller-SC HERNAS)?;EZ etal,
UFSC-BS Endofitica Semente de soja

Fonte: elaborado pelo autor. (concluséao)

5.2 SELECAO E AVALIAGCAO DO POTENCIAL ANTAGONICO DAS BACTERIAS
ASSOCIATIVAS IN VITRO

5.2.1 Ativacao e teste inicial com bactérias com potencial antagonista

As bactérias a serem empregadas para o teste de antagonismo foram
reativadas em meio TSA (composigdo em g L™: 15,0 triptona; 5,0 digestdo papaica
de farinha de soja; 5,0 cloreto de sddio; 15,0 agar, pH final 7,3), incubadas a 28 °C
por 3 dias. O procedimento de reativagdo também foi realizado para o isolado de R.
solani em meio BDA (composigdo em g L™: 200 batatas cruas, 20 dextrose, 17 agar,
pH final 5,6).

Para a selegcdo das bactérias potencialmente antagonistas, também foi
realizado um teste de crescimento em meio de cultivo BDA. As bactérias que
apresentaram crescimento foram utilizadas no teste de antagonismo (MARIANO,
1993). Para a realizagao do teste de antagonismo foram utilizadas placas de Petri de

90 x 15 mm como unidade experimental, sendo realizadas 3 repetigdes por
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tratamento. Utilizou-se o método de cultivo Dual, onde um disco micelial (5 mm) de
BDA do fungo é posicionado no centro da placa Petri e o isolado bacteriano é
inserido na placa previamente marcada com o auxilio de um gabarito que garante
uma posigao equidistante dos in6culos em relagdo a placa (KUMARI et al., 2021).
Para a padronizacdo do indéculo, uma testemunha foi utilizada, que consistiu em
placas de Petri contendo apenas o patégeno. Todas as placas foram incubadas a
25°C no escuro. As avaliagdes foram realizadas no momento em que o crescimento
do patogeno alvo do tratamento testemunha atingiu 100% da placa de Petri. Os
isolados que apresentaram capacidade de inibicdo do patdégeno foram utilizados nos

testes de inibic&o in vitro, via inoculagao de sementes.

5.2.2 Selegdo de bactérias com potencial antagonista via inoculagao em

semente de soja

Nesta etapa as placas de Petri de 90 x 15 mm foram utilizadas como
unidade experimental, sendo realizadas 3 repeti¢cdes por tratamento, desta vez com
a utilizacdo de sementes de soja em diferentes concentragdes do inéculo bacteriano
(0,5, 1,0 e 2 mL kg semente). Foram também testados os seguintes tratamentos
controle: a) Controle Positivo: sementes de soja tratadas com o produto comercial
Organic(R) a base de Trichoderma asperellum, indicado para controle do patégeno
de interesse, conforme indicacdo de uso da empresa fabricante (Lallemand-BR); b)
Controle Negativo: sementes de soja tratadas apenas com agua destilada
esterilizada e; c) Testemunha: Placas de Petri contendo apenas o patégeno. Para a
avaliacdo do potencial biofungicida foram adicionadas, em cada placa de Petri,
quatro sementes de soja tratadas com as bactérias de interesse, conforme método
de cultivo Dual descrito anteriormente (KUMARI et al., 2021). Todas as placas foram
incubadas a 25°C no escuro. As avaliacbes foram realizadas no momento em que o
crescimento do patégeno alvo do tratamento testemunha atingiu 100% da placa de
Petri. As avaliacdes consistiram na determinacdo do didmetro médio da colbénia do
alvo (em mm), utilizando-se um paquimetro digital, de modo a se determinar o

percentual de inibigdo do crescimento do patégeno.
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5.2.3 Avaliagao do potencial de antagonismo

A porcentagem de inibicdo foi obtida por meio da relagdo entre o didmetro
da colénia do patéogeno na presenga de cada uma das bactérias endofiticas e o
didmetro da colénia do patégeno no tratamento controle sem a presenga da bactéria.
Com esses valores foi calculada a porcentagem de inibicdo (%lIn), sendo esta
resultante da aplicagao da seguinte férmula (HAYAKAWA et al., 2004).

% Inibicdo = 100-((@ CA/ @ TC)*100), sendo:

CA = didmetro médio da colbnia do patdégeno alvo obtido a partir de duas medi¢des
perpendiculares (mm)

TC = didmetro da coldnia do tratamento controle ou testemunha (mm)

5.3 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados relacionados com a avaliagdo da percentagem de inibicdo do
patdgeno nos testes com e sem sementes foram submetidos a analise de variancia,
utiizando o programa estatistico SISVAR. As médias dos tratamentos foram

agrupadas pelo teste de separacao de médias-Tukey, a 5% de probabilidade.

5.4 IDENTIFICACAO MOLECULAR DO ISOLADO DE INTERESSE

5.4.1 Identificagao do isolado por sequenciamento do gene rRNA 16S

Uma col6nia do isolado bacteriano foi transferida para tubos de 0,2 mL
contendo 100 pL de agua ultrapura e mantidos a 100 °C por 5 min, seguindo-se uma
centrifugagédo a 13.000 g durante 3 min. O sobrenadante foi transferido para um
novo tubo de 0,2 mL e armazenados em freezer a -20 o C (HAGEN et al., 2002).
Para a classificagdo do isolado até nivel de género foi realizada a amplificagéo e o
sequenciamento da regidao V1-V3 do gene rRNA 16S. Utilizou-se para a PCR o DNA
extraido e os iniciadores PRBAG3f (5° GGA TCC CAG GCC TAA CAC ATG CAA
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GTC 3’) (MARCHESI et al., 1998) e UN518r (5° ATT ACC GCG GCT GCT GG 3’)
(QVREAS et al., 1997). A amplificacéo foi feita em solugdo tamp&o para Taq DNA
polimerase, contendo 0,2 mmol L+ de dNTPs, 3 mmol L+ de MgCl,, 1 U de Tag DNA
polimerase (Life Technologies, S&o Paulo, Brasil), 5 pmol dos iniciadores e 10 ng de
DNA. A PCR foi realizada em termociclador modelo Mastercycler Personal
(Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) com as seguintes condi¢des: 5 min a 95 °C, 30
ciclos de 1 min a 95 °C, 1 min a 55 °C e 1 min a 72 °C, e extensao final a 72 °C por
10 min. Os amplicons foram purificados usando o kit Invisorb Fragment CleanUp
(Invitek, Berlim, Alemanha) de acordo com as instrugdes do fabricante, secos a 60
°C e 48 enviados para sequenciamento na Macrogen Inc., United State of America.
As sequéncias fornecidas pela Macrogen foram processadas e comparadas com as

sequéncias depositadas no Genbank. (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

5.5 AVALIACAO DA CAPACIDADE PROMOTORA DO CRESCIMENTO DE
PLANTAS IN VITRO

5.5.1 Quantificagao da producgao de acido indol acético (AlA)

A determinagdo da producdo de acido indol acético (AlA) foi realizada
usando o método colorimétrico Salkoswski, preparado a partir de cloreto férrico em
acido sulfurico (GLICKMANN e DESSAUX, 1995). Vinte uL de cada inéculo foi
adicionado em tubos contendo cinco mL de meio TSB com composigédo (em g L+):
17,0 peptona de caseina; 3,0 peptona de soja; 2,5 glicose; 5,0 cloreto de sddio; 2,5
fosfato dipotassico; e pH final 7,3 + 0,2) suplementado com 500 pyg mL+ de
triptofano, no intuito de induzir a producado de AIA. Adicionalmente, 20 pyL de cada
inéculo foi adicionado em tubos contendo cinco mL de meio TSB sem adicao de
triptofano, a fim de se determinar compostos produzidos pelos microrganismos que
possuem deteccdo no mesmo comprimento de onda. Foram também incluidos dois
tratamentos branco, constituidos do meio TSB com e sem adigao de triptofano,
ambos sem inoculagao. Apds 24 horas de crescimento sob agitagdo constante a 135
rom (Tecnal TE-421) e temperatura de 28 -C, os tubos foram centrifugados a 4000
rom durante 15 min. Em seguida, o sobrenadante foi misturado com o reagente de

Salkoswski na proporcao 1:2 e apdés 30 min de incubacgao realizou-se a leitura da
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absorbancia em espectrofotdmetro (HACH DR3900) no comprimento de onda 530
nm. A concentracao de AlA foi determinada utilizando uma curva padrao contendo 0,
5, 10, 20, 50 e 100 uyg mL+ de AIA (Sigma, Shanghai, China). As analises foram
realizadas em triplicatas.

5.5.2 Quantificagdao da atividade enzimatica da 1-aminociclopropano-1-acido

carboxilico (ACC) deaminase

A atividade da enzima da 1-aminociclopropano-1-acido carboxilico
deaminase (ACCd) foi verificada em meio minimo M9 com composigdo (em g L™):
20 mL da solugédo M9 20x (Na,HPO, 58 g; KH,PO, 30 g; NaCl 5 g; dissolvidos em
500 mL de H,O Milli-Q); 0,2 mL solugdo CaCl, 0,5 mol L; 0,4 mL solugdo MgSO, 1
mol™"; 0,4 mL solug&o de biotina 0,3 mg mL™"; 6 mL solugédo de glicose 1 mol L' e 374
mL de H,O Milli-Q. Para tanto, uma aliquota de 10 yL de cada in6culo foi adicionada
em: 1) 5 mL de meio minimo M9 sem qualquer fonte de nitrogénio (controle
negativo); 2) 5 mL de meio M9 + ACC 3 mmol L, como a Unica fonte de nitrogénio;
3) 5 mL de meio M9 + NH,CI (controle) (SICUIA et al., 2015; NASCIMENTO, 2018).
A incubacéao foi realizada a 28 °C sob agitacao constante a 135 rpm (Tecnal TE-421),
durante 14 dias. Os ensaios foram realizados em duplicata. A diferenga entre o
crescimento dos isolados em meio M9 sem N e meio M9 + ACC foi comparada, bem
como o crescimento observado no controle. A atividade positiva de ACCd é descrita
em isolados capazes de crescer em meio minimo contendo ACC, mas n&o sao

capazes de crescer em meio minimo sem fonte de nitrogénio.

5.5.3 Avaliacao qualitativa da produgao de enzimas hidroliticas

5.5.3.1 Producgéo de celulase

A determinagdo qualitativa da enzima celulase foi determinada segundo
Singh et al., (2013). Para tanto 10 yL de inoculo foi colocado no centro de placas
com meio Bushnell Haas contendo (em g L+) 10,0 carboximetilcelulose (CMC); 1,0
KHPO,; 1,0 KH,PO,; 0,2 MgSO,-7H.,0;1,0 NH,NO,; 0,05 FeCl,-6H.0; 0,02 CaCl, e 20,0
agar (pH 7,0). As placas foram incubadas a 30 °C durante sete dias. Na sequéncia,
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as placas foram inundadas com solugédo de vermelho congo 0,3%. Apos 20 min foi
retirada a solugdo e adicionada solugdo de NaCl 1 mol L. Os isolados que
mostraram uma zona clara ao redor das colbénias foram considerados positivos para

a producdo da enzima. O ensaio foi realizado em triplicata.

5.5.3.2 Producgéo de quitinase

A determinacédo qualitativa da atividade da enzima quitinase foi realizada
empregando duas metodologias. Primeiramente, procedeu-se segundo Pelizza et al.
(2020) adicionando-se 10 pL de indéculo em meio minimo M9 contendo 0,08% de
Chitin Azure (Sigma). As placas foram incubadas em BOD a 30 °C durante 14 dias
(Howard et al., 2003). Classificou-se a atividade como positiva quando foi verificado
0 aparecimento de zonas claras ao redor das col6nias, produto da despolimerizagéo

da quitina.

6 RESULTADOS

6.1 TESTE INICIAL COM BACTERIAS COM POTENCIAL ANTAGONISTA IN
VITRO

No teste inicial de antagonismo apenas quatro dos dez isolados testados
apresentaram capacidade de inibicao do patégeno. Na figura 1 € possivel observar a
diferengca entre uma um dos isolados selecionados para a etapa seguinte. Em
comparagdo com a testemunha, consiste somente na placa inoculada com o
fitopatégeno (A), o isolado UFSC-20S3 que nédo foi selecionado (B), apresentando
pouco ou nada de inibicdo do patdégeno se comparadas com a placa contendo o
isolado UFSC-BS (C). O isolado UFSC-BS destacou-se quanto a redugao do
crescimento micelial, com porcentagem de inibigdo superior a 50%, sendo diferente
estatisticamente das estirpes de Pseudomonas sp. (UFSC-A605) e de Bacillus sp.
(UFSC-1S3 e UFSC-4P3 ) que apresentaram eficiéncia intermediaria no controle do

patdgeno (32 a 36%) e nao diferiram entre si estatisticamente (Tabela 1).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1018364717311631#b0080
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Figura 1. Isolados de bactérias associativas em placas demonstrando a
inibicdo do crescimento micelial do patégeno Rhizoctonia solani pelo método dual.
(A) Fitopatdgeno Rhizoctonia s, (B) isolado UFSC-20S3, (C) isolado UFSC-BS.

9
ot

Fonte: elaborado pelo autor

Tabela 1. Efeito de isolados de bactérias associativas no percentual de

inibicdo do crescimento micelial do patégeno Rhizoctonia solani pelo método dual.

Média da Porcentagem de Inibicao

Isolados (o)

UFSC-A605 (Pseudomonas sp.) 36,02b *
UFSC-183 (Bacillus sp.) 35,66 b
UFSC-4P3 (Bacillus sp.) 31,94 b
UFSC-BS 55,29 a

Fonte: elaborado pelo autor

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

6.2 SELECAO DE BACTERIAS ENDOFITICAS COM POTENCIAL ANTAGONISTA
EM SEMENTES DE SOJA

Dentre os isolados utilizados no teste de antagonismo via inoculagdo de
sementes, merece destaque o isolado UFSC-BS, que apresentou porcentagem de
inibicdo do patégeno R. solani maior que 50% nas trés doses avaliadas,
estatisticamente se mostrou superior aos outros trés isolados, sendo obtidos valores

semelhantes ao produto comercial (controle positivo) (Figura 2). Por sua vez, o
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isolado Bacillus sp. (UFSC-4P3) teve um comportamento intermediario constatado
estatisticamente com porcentagem de inibicdo média de 39% sendo diferente das
estirpes com menores inibigdes e inferior ao isolado UFSC-BS e ao controle positivo,
mas ainda assim, o isolado UFSC-BS é 33% mais inibidor que o isolado UFSC-4P3,
enquanto as estirpes Pseudomonas sp. (UFSC-AG05) e Bacillus sp. (UFSC-1S3)
apresentaram a menor eficiéncia no controle do patégeno, em média 22 e 28%

respectivamente, nao apresentando diferencga significativa entre elas.

Figura 2. (A)- Relagao entre as bactérias associativas e a porcentagem de inibi¢ao
nas diferentes concentragdes (05, 1,0 e 2,0 mL/Kg de semente) comparadas ao
controle positivo. (B)- Placas contendo sementes de soja inoculadas diferentes doses
dos isolados avaliados (0,5, 1,0 e 2,0 mL kg sementes) em enfrentamento com o

fitopatégeno R. solani.
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Fonte: elaborado pelo autor

6.3 CARACTERIZAGAO E AVALIAGCAO DA CAPACIDADE DE PROMOTORA DO
CRESCIMENTO DE PLANTAS
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Na Figura 3 é possivel verificar resultado positivo para a produgéo da enzima
celulase (A) e acido indol acético (AlIA) (C) e negativo para a quitinase (B) e ACC
deaminase. As caracteristicas associadas a promogao do crescimento vegetal do
isolado UFSC-BS sao apresentadas na Tabela 2. Quanto a produg¢ao de acido indol
acético (AlA) o isolado UFSC-BS teve a capacidade de produzir 3,43 ug mL- . Além
disso, foi possivel obter a classificacédo da estirpe UFSC-BS até nivel de género,

sendo identificado como Bacillus sp.

Figura 3. (A)- Ensaio qualitativo para detecgédo da enzima celulase. Crescimento dos
microrganismos em meio com adi¢cao de carboximetilcelulose como unica fonte de
C. Apos sete dias de incubagao foi realizada a adigao do corante vermelho congo e
NaCl ao meio para revelagao da produgédo da enzima celulase in vitro.(B)- Ensaios
qualitativos para detecgdo da enzima quitinase. Crescimento dos microrganismos

em meio M9 + Chitin Azure apds 14 dias de incubagao. Degradagao do corante
indicaria resultado positivo para a produgao de quitinase. (C)- Representagao da
producédo de acido indol acético por Bacillus sp (UFSC-BS) em meio de cultura

contendo Triptofano (Trp) como indutor.

Fonte: elaborado pelo autor
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Tabela 2: Producdo in vitro de substancias promotoras do crescimento de
plantas por Bacillus sp (UFSC-BS)

Caracteristicas de Promocao do Crescimento de Plantas

Isolado 140 tificacio Celulase Quitinase ACC AIA®
(16S TRNA) deaminase® (ng mL™)
UFSC-BS Bacillus sp. + B} 3 3.43
Controle(+) + + + e

Fonte: elaborado pelo autor

* Enzima 1-aminociclopropano-1-acido carboxilico (ACC) deaminase
® Acido Indol Acético (AIA)
¢ Produgio de 48,75 ng mL"' AIA

7 DISCUSSAO

O interesse principal de estudar os microrganismos com potencial para
controlar doencas que atingem a agricultura, é de identificar e manipular
comunidades microbianas para atuarem na rizosfera de forma natural, de modo a
repor as condigdes mais préximas as originais, visto que a saude do solo esta
intimamente associada a sobrevivéncia e selegdo dos microrganismos que
influenciam nas culturas vegetais (MIRANSARI, 2013).

Os trés isolados bacterianos de Bacillus sp que participaram dos testes de
antagonismo com sementes avaliados que foram avaliados no presente estudo sao
UFSC-1S3, UFSC-4P3 e UFSC-BS, esses isolados apresentaram resultados
distintos, sendo que um deles obteve o maior destaque, o isolado UFSC-BS foi
superior nos testes realizados, sendo semelhante ao produto comercial. Essa
observagédo da acéo de isolados de Bacillus ja foi descrita e constatada que podem
apresentar diferencas no potencial de biocontrole perante o enfrentamento do
mesmo fitopatdégeno apesar de serem do mesmo género (LES, 2020).

O género Bacillus tém sido amplamente estudado devido a sua capacidade
de inibir o crescimento micelial de diferentes fungos na cultura da soja ao ser

empregado como uma abordagem alternativa no controle de fitopatdgenos. Jain et
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al. (2018), obtiveram resultados positivos quanto a inibicdo do crescimento micelial
de R. solani in vitro com Bacillus subtilis Cohn, (1872), apresentando diminuigdo da
incidéncia do patégeno em 81%, e as observagdes microscopicas revelaram que
Bacillus s. causou deformidades morfologicas das hifas fungicas, vazamento do
protoplasto e destruicdo do micélio. J& Ma et al. (2015), apresentou eficacia no
controle de R. solani de 79,9% em tomateiros (Solanum lycopersicum L.) utilizando
microcapsulas a base de B. subtilis. Estes resultados sdo semelhantes aos
observados no presente trabalho, onde o isolado UFSC-BS apresentou potencial de
inibicdo do crescimento micelial deste mesmo fitopatégeno em mais de 50% nos
testes de antagonismo.

Castillo-Reyes, (2015) demonstraram que espécies de Bacillus sp produzem
quantidades consideraveis de quitinases, proteases e [ - 1,3 glucanase, que
degradam a parede celular de fungos, podendo assim contribuir com a inibigdo do
fitopatégeno R. solani. Embora o isolado UFSC-BS utilizado no presente trabalho
nao apresentar producdo de quitinases, ainda assim apresentou capacidade de
liberar substancias que também inibem o crescimento micelial. O isolado UFSC-BS
apresentou resposta positiva para a enzima celulase, que também €& uma enzima
hidrolitica capaz de degradar algumas espécies de fitopatbgenos como os
oomycetos. Embora cepas de Bacillus sejam comprovadamente capazes de produzir
metabdlitos secundarios eficazes tanto na promogao do crescimento de plantas
quanto na indugdo de protegdo das plantas contra patdégenos, foi relatado que os
metabdlitos secundarios produzidos por Bacillus sp podem ser muito diversos
(ALENEZI et. al. 2021). Desta forma, outros mecanismos de ag¢ao, nao avaliados no
presente trabalho, podem ser responsaveis pelo potencial de biocontrole encontrado
neste isolado.

Além de apresentar resultados positivos para a produgao de celulase, o
isolado UFSC-BS também produz AIA (Acido Indol Acético). A producdo de AIA
desempenham um papel importante no crescimento das plantas, regulando a divisao
e diferenciagao celular, estimulando o desenvolvimento do sistema radicular, que
contribui para um melhor enfrentamento as diversidades ambientais.
Independentemente do mecanismo pelo qual as bactérias produtoras de AlA estao
associadas a promog¢ao do crescimento das raizes, o estimulo ao sistema radicular é
benéfico para as plantas. Isso ocorre porque amplia a habilidade em se estabelecer

no solo, além de aumentar a eficiéncia na absor¢gdo de &agua e nutrientes,
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contribuindo assim, para uma maior sobrevivéncia (PATTEN; GLICK, 2002). Costa et
al (2014) prop6s um modelo que explica como as caracteristicas de crescimento
das plantas sao influenciadas por bactérias associativas, dependendo da fertilidade
do solo. O estudo revelou que em solos ricos em nutrientes, as plantas promovem
interacdes com bactérias que produzem hormoénios de crescimento, enquanto em
solos com baixa fertilidade, as interagdes preferenciais sdo com bactérias que
possuem mecanismos para aumentar a aquisicao de nutrientes pelas plantas.

O isolado UFSC-A605 (Pseudomonas sp) apresentou valores bem abaixo do
controle positivo nos dois testes, tanto no teste sem sementes quanto com a
sementes, apesar dessa estirpe de Pseudomonas sp nao ter apresentado resultados
significativos para o fitopatdgeno Rhizoctonia s. Futuya (1991) ja demonstraram que
outras espécies de Pseudomonas apresentaram diferengcas nas atividades
antibidticas contra fitopatégenos. Além de também atestar quanto mecanismos de

promocao de crescimento de plantas.

8 CONCLUSAO

O isolado UFSC-BS (identificado molecularmente como Bacillus sp)
apresenta antagonismo para o fitopatégeno Rhizoctonia solani em condig¢des in vitro,
além de produzir substancias que podem contribuir com a promogao de crescimento
de plantas. Recomenda-se a sua avaliacdo no controle de doencas em casa de

vegetacado ou campo, além de testes com outros patdégenos comuns na agricultura.
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