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RESUMO

O alho ¢ uma cultura de grande importancia para a regido Sul do Brasil, tendo destaque em
Santa Catarina o municipio de Curitibanos, que na década de 1980 foi considerada a capital
nacional do alho. Essa cultura possui grandes problemas no que diz respeito a doengas, tendo
destaque a podridao branca do alho, causada pelo fungo Sclerotium cepivorum B. Essa é uma
doenga de solo, quando presente na area pode levar a perca total da produgdo e inviabilizar a
utilizacdo da area por mais de 20 anos. O controle bioldgico vem se mostrando eficiente no
controle de diversas pragas e doencas que acometem a agricultura, com destaque para uso de
bactérias do género Bacillus. Esses microrganismos além de apresentarem a capacidade de
inibir ou retardar o desenvolvimento de patdogenos possuem a capacidade de promover o
crescimento de plantas, de maneira direta ou indireta. Bactérias do género Bacillus sp.
geralmente sdo encontrados no solo, na regido de contato com as raizes, sendo entdo
denominados Rizobactérias Promotoras do Crescimento de Plantas (RPCPs). Nesse sentido,
objetivou-se avaliar isolados rizosféricos de Bacillus sp. como promotores do crescimento de
plantas in vitro pela producao de AIA, solubilizacio de fosfato e producdo de enzimas
extracelulares além da capacidade dos mesmos no controle in vitro de Sclerotium cepivorum.
Todos os 27 isolados apresentaram a capacidade de produzir de AIA, 22 solubilizaram fosfato
de calcio, 18 tiveram a capacidade de produzir lipase extracelular. O mesmo niimero de
isolados teve a capacidade de produzir urease e 13 apresentaram atividade antifingica. Os
isolados EBO1, EB15, EB17 e EB27 apresentaram no minimo trés dos cinco mecanismos
avaliados. Esses resultados indicam que tais isolados apresentam a capacidade de promover o
crescimento de plantas além de controlar o desenvolvimento de doengas.

Palavras chaves: Alho. Rizobactérias. Mecanismos de Inducao do Crescimento.



ABSTRACT

The garlic is a crop of great importance for the South region of Brazil, and in the state of
Santa Catarina the city of Curitibanos, wich in the 1980s was considered the national capital
of garlic. This culture has great problems with regard to diseases, with emphasis on the whith
rot of garlic, caused by the fungus Sclerotium cepivorum B. This is a soil disease, when
present in the area can lead to the total loss of production and make the use of area for more
than 20 years. Biological control has been shown to be efficient in the control of several pests
and diseases that affect agriculture, with emphasis on the use Bacillus bacteria. These
microorganisms, besides having the capacity to inhibit or retard the development of
pathogens, have the capacity to promote the growth of plants, either directly or indirectly.
Bacterias oh the genus Bacillus sp. are usually found in the soil, in the region of contact whit
the roots, and are called Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPRs). In the sense, the
objective was to evaluate the rhizospheric isolates of Bacillus sp. as in vitro plant growth
promoters by production of IAA, phosphate solubilization and production of extracellular
enzymes in addition to the ability of the same in the in vitro control of Sclerotium cepivorum.
All 27 isolates showed the ability to produce IAA, 22 solubilized calcium phosphate. 18 had
the ability to produce extracellular lipase. 18 of 27 isolates had the ability to produce urease
and 13 had antifungal activity. Isolates EBO1, EB15, EB17 and EB27 presented at least three
of the five mechanisms evaluated. These results indicate that these isolates have the ability to
promote plant growth in addition to controlling the development of diseases.

Keywords: Garlic. Rhizobacteria. Growth Induction Mechanisms.
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1 INTRODUCAO

O alho (Allium sativum L), pertencente da familia das Aliaceaec ¢ uma cultura de
grande importancia para a regido sul do Brasil. Tendo destaque a regido do meio oeste
catarinense, onde se encontra o municipio de Curitibanos, que na década de 1980 foi
considerado como a capital nacional do alho (BARBOSA, 2009).

Com uma area de aproximadamente 1.800 ha e produtividade média de 2.880 kg.ha™,
na safra 80/81, esse valor aumentou em 87/88, para 2.000 ha plantados e producdo de
6.000kg.ha™. Esses valores se aproximavam dos principais paises produtores e fornecedores
para o Brasil na época, como a Argentina, que possuia uma produtividade média de 5.600
kg.ha! (BARBOSA, 2009; INSTITUTO CEPA/SC, 1996).

Das safras 1992/93 até 1994/95, a microrregidao de Curitibanos teve uma participacao
de mais de 50% na produgao total de alho para o estado de Santa Catarina. Segundo dados da
CONAB, em 2017, o estado obteve producao de 22,4mil toneladas, 13,9% menor que em
2016. Porém entre 2012-2016 houve um crescimento na producao de 7,7%.

A cultura ¢ muito sensivel as diversas doengas que podem acometé-la, atacando desde
a parte aérea até bulbos e bulbilhos, como a fusariose, raiz rosada, mancha purpura, mofo azul
e queima bacteriana (NASCIMENTO, 2016; RESENDE, HABER, PINHEIRO, s.a).

Dentre as mais conhecidas tem destaque a podridao branca, causada pelo fungo
Sclerotium cepivorum Berk. A doenga quando presente na area pode inviabilizar a utilizagao
da mesma, uma vez que os esclerddios podem permanecer por varios anos no solo. No campo,
a doenca ocorre em reboleiras, com sintomas caracteristicos como crescimento anormal da
planta, amarelecimento ¢ morte das folhas mais velhas, murcha e apodrecimento dos bulbos
(DOMINGOS, 2015; MESQUITA, 2018).

Por ser uma doenga de solo, pode interagir com uma regido de grande importancia
para o desenvolvimento das plantas, denominada rizosfera. A rizosfera compreende uma area
de contato mais intimo das raizes das plantas com o solo, e esse pode apresentar
caracteristicas especificas, bem com uma diversidade de macro e microrganismos. Esses
microrganismos podem oferecer substdncias de interesse da planta melhorando seu
crescimento e desenvolvimento, como as bactérias denominadas Rizobactérias Promotoras de
Crescimento de Plantas (RPCPs) (GRACAS et al., 2015; PEREIRA, 2000),

As RPCPs podem ser de vida livre ou simbionte, e atuarem direta ou indiretamente no

crescimento vegetal. O efeito direto pode ser observado através da produgdo de fito-
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hormonios, como auxinas, giberelinas e citocininas, além da capacidade de solubilizar fosfato
(OLIVEIRA, 2009; BATISTA, 2012).

Na ac¢do indireta, pode-se observar a produgdo de varios metabdlitos secundarios, que
muitas vezes sao toxicos a fitopatdogenos presentes no solo ou que impedem o
desenvolvimento dos mesmos, como antibioticos, sideroforos, e producdo de algumas
enzimas extracelulares (lipases, proteases e glucanases) (VIEIRA JUNIOR, et al., 2013,
AMARAL et al., 20175 RATZ et al., 2017; OLIVEIRA, URQUIAGA, BALDANI, 2003).

Entre as RPCPs, o género Bacillus vem sendo muito estudado, pois apresenta a
capacidade de produzir metabdlitos secundarios com atividade microbiana e antifingica, além
da capacidade de produzir fitormonios como dacido indol acético, &cido indol butirico,
giberelinas, citocininas € compostos que imitam a a¢do dos jasmonatos. Além disto, possuem
a capacidade de formar endosporos resistentes a fatores fisicos desfavoraveis, como elevada
temperatura, desidratacao e radiagdo (BRAGA JUNIOR, 2015; VAZ, 2014; DIAZ, 2018).

Diante dessas caracteristicas importantes dessas rizobactérias, elas sdo uma alternativa
vidvel no controle de pragas e doengas, podendo assim diminuir os custos da producao,
principalmente com agroquimicos, que além de apresentarem altos valores, podem causar

problemas ambientais (GRACAS et al., 2015).

1.1 JUSTIFICATIVA

A microrregido de Curitibanos possui um grande potencial para o cultivo de alho, pois
apresenta condigdes climaticas favoraveis para seu desenvolvimento, além de ter um niimero
consideravel de pequenos produtores envolvidos neste setor. Porém, devido aos altos custos
de producdo e a grande variedade de doencas que podem se manifestar, essa ¢ uma cultura
que esta diminuindo a cada ano a sua area de plantio, bem como em muitos casos, a
produtividade.

Dentre as doencas, uma das mais expressivas ¢ a podriddo branca. E uma doenca de
solo que pode persistir por varios anos € o controle quimico ndo se mostra eficiente. Sendo
assim, existe a necessidade de complementariedade no sistema de produgdo, sendo o controle
biologico uma alternativa para esse problema, juntamente com outras praticas agricolas que

podem minimizar o efeito e incidéncia dessa doenga.
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O controle biologico tem se tornado uma ferramenta importante na busca de eficiéncia
maior no controle de pragas e doencas, visando a produgdo inteligente, sem o uso
indiscriminado de defensivos agricolas (VIEIRA JUNIOR et al., 2013).

Araujo (2008) citou o trabalho de Lazzaretti & Bettiol (1997), em que os efeitos das
rizobactérias sobre o desenvolvimento das plantas ¢ amplo, como durante a germinagdo de
sementes, emergéncia e desenvolvimento das plantas. Este mesmo autor citou em seu trabalho
que as rizobactérias sao potenciais agentes para o controle de fitopatégenos, evidenciando o
potencial que estes materiais possuem.

O género Bacillus ¢ uma das RPCP mais abundantes no solo, sendo eficientes
antagonistas a patdogenos. O principal mecanismo de acdo antagdnica ¢ a antibiose, que €
causada por um ou mais metabolitos produzidos por um organismo tem efeito nocivo sobre
outro (MARRONI, GERMANI, 2011; VIEIRA JUNIOR, et al., 2013). Trabalhos ja relatam
a capacidade que esse género possui em controlar diferentes doengas fungicas e bacterianas,
através de substancias bioativas e metaboélitos secundarios (LEAO et al., 2016; MONTEIRO,
2002; CORREA, 2010; MELO, 2005).

Além disso, essas bactérias se destacam quanto a sua capacidade de formar
endosporos, os quais sdao tolerantes ao frio, calor, extremos de pH, o que facilita sua
estocagem. Além da capacidade antagdnica, essa espécie bacteriana possui potencial no ganho
nutricional das plantas, com a solubilizagao de fosfato insoluvel e producao de fitormonios
(GUERREIRO, 2008; ARAUJO, 2008).

Dentre os fitormonios produzidos por tais microrganismos, as auxinas,
especificamente o AIA, ¢ o mais estudado e produzido pelas bactérias, tendo uma aplicagao
pratica como promotora de crescimento vegetal, pois essa substancia atua sobre a morfologia
das raizes, aumentando seu comprimento ¢ o nimero de pelos radiculares (BORTOLOTTI,
2014).

Os microrganismos solubilizadores de fosfato (PO4™) sdo facilmente encontrados na
rizosfera e possuem um papel fundamental no ciclo do fosforo (P) que ¢ de grande
importancia para o desenvolvimento vegetal e produgdo agricola. Uma alternativa utilizada
para aumentar a quantidade de P liberado € a inocula¢do de plantas com esses microrganismos
selecionados e essa metodologia j4 vem apresentando resultados satisfatdrios no crescimento
e produgdo de diferentes culturas, como alfafa, trigo, cebola, soja, milho e na cana-de-agucar

(ABREU, 2014).
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Desta maneira ¢ necessario, estudar os mecanismos que podem auxiliar no
crescimento e desenvolvimento da cultura, assim como aqueles que podem amenizar os

efeitos da doenga.

1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo geral
Selecionar isolados de Bacillus spp. com potencial para o biocontrole e promocao de

crescimento de plantas de alho.

1.2.2 Objetivos especificos
Analisar a capacidade de indugdo de desenvolvimento vegetal dos isolados bacterianos

através de mecanismos diretos, como a producao de AIA e solubilizagdo de fosfato in vitro;
Examinar o potencial dos isolados bacterianos em controlar o crescimento da podridao
branca do alho in vitro;
Determinar mecanismos de desenvolvimento indiretos, através da produgado de

enzimas extracelulares in vitro.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O ALHO NA MICRORREGIAO DE CURITIBANOS

A regido sul do Brasil tem grande destaque na producao de alho, tendo a maior area
destinada ao plantio dessa cultura. Porém, apresentam os piores indices de produtividade
(LONGHI, 2013). Em 2016, segundo dados do IBGE, a mesorregido de Curitibanos teve uma
area plantada de 1.611ha, com uma produgao de 15,8 toneladas.

Silva (2017) cita em seu trabalho, o qual faz uma andlise financeira do cultivo do alho,
que no ano de 2014 o custo de producao por hectare plantado, para o estado de Santa Catarina
variou entre 15 ¢ 21 mil reais. Esses valores que condizem com os dados fornecidos pela
Epagri, para o0 més de maio de 2017, na microrregido de Curitibanos (EPAGRI, s.a). Esse alto
valor de produ¢do, aliado aos baixos valores para venda, vém fazendo com que muitos
produtores acabem diminuindo gradualmente sua area plantada (MORAIS JUNIOR, 2019).

Mesmo com altos custos de produgdo, pode-se perceber que a cultura ¢ de grande
importancia para o desenvolvimento e economia da regido, uma vez que 0s principais

produtores sdo oriundos da agricultura familiar que utilizam pequenas areas e a intensa mao
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de obra familiar, gerando em média quatro empregos diretos e quatro indiretos, pois requer
cerca de 600 dias de trabalho manual por hectare plantado (LONGHI, 2013, SILVA, 2017;
GIEHL, et al., 2018).

O alho ¢ uma cultura que além de possuir um alto custo de producdo apresenta uma
vasta lista de doencas, as quais comprometem sua produgdo. Uma das mais importantes ¢ a
podriddo branca do alho, causada pelo fungo Sclerotium cepivorum Berk, sendo essa
altamente destrutiva e facilmente dispersa dentro e entre lavouras, o que acaba levando a uma

baixa produtividade (REIS, 2011).

2.1.1 Podridao branca no alho

Raizes e bulbos sdo alvos de diversas doencas que podem levar a perda total da
producdo. Dentre essas, uma das mais comuns ¢ a podriddo branca (Sclerotium cepivorum
Berk), considerada uma das doencas mais importantes no alho. A podridao branca pode
atingir 100% da area produzida, causando grandes prejuizos (EPAGRI, 2002).

A podriddo branca ¢ uma doenga que ocorre nas regides mais frias do pais tendo uma
temperatura 6tima para germinagao dos esclerodios entre 10-20°C, sendo ela ja conhecida ha
muito tempo em regidoes produtoras no Sul e Sudeste do Brasil. Porém ja existem relatos do
surgimento dessa doenga onde o cultivo do alho ainda ¢ recente (REIS, 2011).

O género Sclerotium, o qual a podridao branca esta inserida, produz micélio estéril,
nao possuindo fase sexual conhecida. Os esclerddios, que sdo as estruturas de sobrevivéncia
do fungo, possuem entre 200-600um de diametro, com coloragdo escura ¢ que podem
permanecer em dorméncia no solo por mais de 20 anos, germinando apenas com a presenca
de exsudatos radiculares liberados pelas culturas do género A/lium (SIQUEIRA, REIS, 2015;
MESQUITA, 2018).

As plantas sdo suscetiveis a essa doenca durante todo seu ciclo vegetativo sendo
comum observar os sintomas em reboleiras (SOUZA, 2009). Os sintomas tipicos sdo plantas
com pouco desenvolvimento, folhas amareladas e murchas, bulbos e raizes apodrecidas ¢ a
presenca de uma massa branca (micélio) junto de minusculas estruturas de cor escura
(esclerodios). Estes dois ultimos sao sinais caracteristicos da doenga (EPAGRI, 2002).

O controle dessa doenca fingica ¢ feito por medidas preventivas, como utilizagdo de
sementes livres do patdgeno, plantio em areas isentas da doenga, lavagem dos implementos
agricolas, rotacdo de cultura e uso de cultivares precoce (SOUZA, 2009). Nao existem

cultivares de alho resistente geneticamente a essa doenga. O controle com fungicidas € pouco
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eficiente e invidvel economicamente, além de ndo existir produtos registrados no Ministério
da Agricultura, Agropecudria e Abastecimento (MAPA) para seu controle (PEREIRA, 2013),
sendo necessario o estudo de outros tipos de controle, como a utilizagdo da microbiota

associada as raizes com potencial de supressdo de patdogenos.

2.2 RIZOBACTERIAS PROMOTORAS DO CRESCIMENTO DE PLANTAS E O
CONTROLE BIOLOGICO

2.2.1 Rizobactérias Promotoras do Crescimento de Plantas

Rizobactérias sdao um grupo de microrganismos que possuem a capacidade de
colonizar, em grande escala, o sistema radicular das plantas e a rizosfera, podendo essas ser
simbiontes ou saproéfitas de vida livre (COELHO et al., 2007). Esse grupo de bactérias vem
sendo estudado por possuirem caracteristicas que podem ser utilizadas no biocontrole de
fitopatogenos. Essas ainda possuem propriedades que podem auxiliar no crescimento e
desenvolvimento da planta, por isto sdo denominadas Rizobactérias Promotoras do
Crescimento de Plantas (RPCPs) (COELHO et al., 2007, CARVALHO, 2009; NOSOLINE,
2016).

Dentre os fatores benéficos das RPCPs, pode-se citar a producao de hormonios que
podem auxiliar na germinagdo de sementes, emergéncia de plantulas e crescimento das
plantas adultas, além da solubilizagdo de fosfatos minerais, assim como producdo de
metabdlitos que inibem patdgenos vegetais, sendo esse um mecanismo secundario para o
desenvolvimento da planta (ARAUJO, 2013).

Em um ecossistema, as RPCPs tém sido apontadas como essenciais para a o
desenvolvimento das mesmas. A solubilizacdo de fosfato € uma caracteristica importante que
esses microrganismos possuem, pois o fosforo (P) ¢ um dos nutrientes mais necessarios para a
nutricdo vegetal e a disponibilidade deste nutriente nos solos ¢ bastante limitada e o custo dos
fertilizantes soltiveis ¢ alto (AGUIAR, 2012).

Sabe-se que o crescimento vegetal ¢ afetado pela disponibilidade dos nutrientes no
solo. Os solos brasileiros sdo carentes em fosforo soluvel (P), sendo que para suprir tal
deficiéncia, muitas vezes sdo utilizadas doses superiores as recomendadas, pois a maior parte
do P aplicado, ndo esta prontamente disponivel para as plantas, entdo a inoculacdo de

microrganismos solubilizadores de fosfato vem sendo uma alternativa para substituir ou
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diminuir a aplicacdo de fontes soliveis de P (SILVA FILHO, NARLOCH, SCHAREF, 2002;
SOUCHIE, ABBOUD, CAPRONI, 2007).

O género Bacillus ¢ apontado como um dos grupos mais eficientes na solubilizacdo de
fosfato, assim como na capacidade de produzir o fitorménimo acido indol acético (AIA), e
esses mecanismos em conjunto apresentaram um efeito significativo na producdo de arroz
usando fosfato de rocha quando comparado com a utilizagdo de fertilizantes soluveis
(AGUIAR, 2012).

A microbiolizagdo de rizobactérias em sementes de cebola mostrou a capacidade que
esses microrganismos possuem no desenvolvimento da cultura, sendo que dentre todos os
isolados estudados, os que obtiveram melhores resultados pertencem ao género Bacillus
(HARTMANN et al., 2009).

Os mecanismos de agao das RPCPs aparentemente ndo ocorrem de maneira isolada.
Acredita-se que um conjunto de fatores possa afetar o desenvolvimento vegetal, que

envolvem caracteristicas da planta, do ambiente e do microrganismo (COSTA, 2007).

2.2.2 Bacillus spp. no controle biolégico

O controle bioldgico, na maioria das vezes, ¢ resultado de um conjunto de atividades
que algumas bactérias possuem, como a capacidade de produzir antibioticos e sideroforos,
capacidade de induzir as plantas a resisténcia de doengas, competicdo por nutrientes com o
patogeno. (SOTTERO et al., 20006).

Algumas bactérias, como as do género Bacillus estao cada vez sendo mais estudadas e
utilizadas no controle biologico de microrganismos causadores de doengas em plantas
(VIEIRA JUNIOR, 2009). Estudos ja comprovaram a eficiéncia de algumas espécies do
género anteriormente citado, evidenciando sua capacidade de controle (CORREA; BETTIOL;
SUTTON, 2010).

O género Bacillus vem se destacando devido a sua capacidade de formagdo de
enddsporos resistentes a condicdes adversas do ambiente o que possibilita sua manutencao e
sobrevivéncia em ambientes especificos, tendo uma grande versatilidade de mecanismos de
acdo para inibir patdgenos (BRAGA JUNIOR et al., 2017).

A atividade antagdnica que o género Bacillus possui tem sido atribuida a capacidade
do mesmo em produzir metabolitos secundarios, que possuem propriedades antibidticas e

apresentam um baixo peso molecular (MELO, 2005).
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Além da capacidade de controlar outras bactérias, o género Bacillus também apresenta
a capacidade de controlar doengas fingicas, podendo servir como uma ferramenta de controle

de fitopatogenos (RADONS, 2016; BEZERRA, et al., 2013, BATISTA JUNIOR et al., 2002).

3 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado na Universidade Federal de Santa Catarina, Campus de
Curitibanos, no laboratério de Microbiologia. A cole¢do de rizobactérias da Universidade
Federal de Santa Catarina ¢ mantida sob os cuidados da Prof.* Dra. Gloria Regina Botelho e
conta atualmente com trés grupos de bactérias, sendo esses Bacillus, Pseudomonas e rizdbios.
Todas as bactérias que compdem a colecdo foram isoladas por académicos sob a orientagdo da
Prof* Dra. Gloria Regina Botelho, que tem por objetivo manter material vidvel para
bioprospeccao.

Os i1solados do género Bacillus foram obtidos de solo e rizosfera de alho coletados na
fazenda Dias, em Curitibanos, a partir do desenvolvimento do trabalho de conclusdo de curso
da académica Mariane Rosa Ledncio (2015). Esses passaram por testes para caracterizacao
fenotipica e de potencial de crescimento vegetal, além da identificacio genética
(sequenciamento do gene 16S rRNA), para determinacdo de género e ou espécie. Quatorze

isolados foram identificados como pertencentes a espécie Bacillus subtilis

3.1 MECANISMOS DE PROMOCAO DE CRESCIMENTO DE EFEITO DIRETO.

3.1.1 Solubilizacio de fosfato in vitro

Para analise da capacidade de solubilizagao de fosfato, foram utilizados 27 isolados de
Bacillus que foram colocados para crescer em meio LB liquido (pH 7,2) em tubos de ensaio
contendo SmL do meio e incubados por 72 horas em temperatura controlada de 25 ° C, com
cinco repeticdes de cada isolado bacteriano. Apds o crescimento, com o auxilio de uma pipeta
automatica, calibrada em 100uL, os isolados foram transferidos para placas de Petri contendo
meio solubilizante (7,5g de Ca;PO4, 15g de glicose, 0,75g de (NH4),SO4, 0,3g de NaCl, 0,3g
de KCl, 0,15g de MgS047H,0, 0,015g de MnSOy4, 0,015g de FeSO4 e 22,5g de agar).

Cada placa foi inoculada com quatro isolados em pontos equidistantes. As medidas

foram realizadas em intervalos de 72 horas, em que foi avaliado o halo de solubilizacdo ao
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redor da colonia bacteriana e seu didmetro. O indice de solubilizacdo foi dado por IS = O

Halo (mm)/ @ Colbnia (mm) (CHAGAS JUNIOR et al., 2010).

3.1.2 Producio de acido indol acético (AIA) in vitro.

Para esta andlise, os 27 isolados foram crescidos em 5SmL de meio LB liquido
enriquecido com triptofano (0,005g/mL) durante 48 horas a 26°C, sendo que foram realizadas

trés repeticoes por isolado.

3.1.2.1 Andlise qualitativa de produgao de AIA

Foram utilizados ImL da solucdo bacteriana juntamente com ImL do reagente de
Salkowski S2 (7,9 mol.L™" de H,SO4 com 12g de FeCls). Esses permaneceram no escuro,
durante trinta minutos. Apos esse periodo, as amostras que apresentaram a coloracdo rosa,

positivo para producao de AIA seguiram para o teste quantitativo (MARCHIORO, 2005).

3.1.2.2 Analise quantitativa de producao de ATA

As amostras que apresentaram reagdo positiva foram submetidas a espectrofotometria,
a densidade otica de 540nm. Como padrio foi utilizado Acido 3-Indoliacético P.S (AIA Vetc
Quimica Fina) na concentracdo de 2 pg.mL', 5 pg.mL', 8 pg.mL', 10 pg.mL', 20 pg.mL', 50
pg.mL', 80 pg.mL', 100 pg.mL', 200 pg.mL', 500 pg.mL', 800 pg.mL' ¢ 1000 pg.mL' para
a realizacdo da curva padrao.

Para a realizacao da leitura do AIA padrao foi utilizada a propor¢ao de 1:1 de AIA
padrdo e reagente de Salkowski. Para a leitura das amostras que apresentaram resultados
positivos no teste anterior, utilizou-se a propor¢ao de 1:1 do meio liquido com crescimento

bacteriano (enriquecido com Triptofano 0,005g.mL") e reagente de Salkowski.

3.2 MECANISMOS DE PROMOCAO DE CRESCIMENTO DE EFEITO INDIRETO.

3.2.1 Producio de enzimas extracelulares
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3.2.1.1 Lipases

Inicialmente, os 27 isolados foram crescidos em SmL de meio LB liquido, por 24
horas a uma temperatura de 26°C. Em seguida, com o auxilio de uma al¢a de platina, a
suspensdo bacteriana foi transferida para quatro pontos equidistantes da placa contento o meio
minimo (MM) (COVE, 1966), com cinco repeticdes para cada conjunto de quatro isolados.
Ao MM, foram acrescidos 0,001% de Rodamina B com 1% de azeite de oliva (OLIVEIRA et
al., 2006). A deteccao da atividade enzimatica foi determinada pela presenca de pontos
fluorescentes em torno ou sobre a colonia bacteriana, quando submetidas a uma lampada
ultravioleta (365nm). Segundo Torquato et al. (2016), os acidos graxos produzidos pela

hidrolise de lipideos, ao reagir com a Rodamina B, formam um composto fluorescente.

3.2.1.2 Urease

Para avaliacao da produgdo de urease, cada isolado foi inoculado em tubos de ensaio
contendo SmL do meio especifico (Ureia 8g; Extrato de levedura 0,04g; Fosfato de sodio
3,8g, Fosfato dipotassico3,64g, Vermelho de fenol a 0,18% 20,0mL e 4gua destilada 380mL)
com o pH ajustado para 6,8 ¢ mantidos a 28°C por uma semana. A presenca da urease foi
detectada pela mudanga na coloragdo do meio, saindo de um amarelo/alaranjado para rosa

avermelhado. Foram realizadas cinco repetigdes para cada isolado.

3.2.1.3 Protease

Para analise da producdo extracelular de enzimas que degradam proteina (protease),
micialmente os 27 isolados de Bacillus foram crescidos em tubos de ensaio, contendo SmL de
meio LB liquido, por 24h a 25°C. Em seguida, com o auxilio de uma al¢a de platina, a
suspensao bacteriana foi transferida para quatro pontos equidistantes da placa contento o meio
minimo (MM), com 5 repeti¢des cada. Ao MM foi adicionado 1% de caseina (OLIVEIRA et
al., 2006). A verificacdo da producdo de enzimas extracelulares se deu pela observagdo de um

halo transparente em volta da colonia.

3.2.1.4 Quitinase
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O mesmo procedimento realizado com os isolados bacterianos na avaliagdo de
protease foi realizado para a produgdo de quitinase. Entretanto ao MM foram adicionados
0,8% de quitina coloidal e 0,078% de NH4NO; (CATTELAN et al., 1999). A atividade das
enzimas extracelulares foi observada pela presenca de um halo transparente em volta da

colonia.

3.3 CAPACIDADE DE INIBICAO DE Sclerotium cepivorum POR ISOLADOS DE Bacillus
sp. in vitro

3.3.1 Analise qualitativa da inibicao do Sclerotium cepivorum in vitro

Para avaliar a capacidade de controlar o crescimento do fungo Sclerotium cepivorum
in vitro, esse foi transferido para o centro de placas contendo meio BDA, a temperatura de
25°C, durante trés dias. Apds as 72 horas, uma amostra da colonia foi retirada e inserida no
centro de outra placa contendo o mesmo meio a temperatura de 25°C por 48 horas.

Vinte e quatro horas apos a inoculacdo do fungo na placa, os 27 isolados foram
colocados em 5 mL de meio LB liquido (pH 7,2) por mais 24h. Em seguida, uma aliquota de
100uL (0,ImL) de cada quatro isolados, foi transferida, para quatro pontos equidistantes da
placa. Cada conjunto de quatro isolados possuia trés repetigoes, que foi mantido a 25°C. As
avaliacoes foram feitas a partir das 24h da inoculagdo dos isolados na placa, com intervalo de
72h, entre cada andlise, por um periodo de nove dias. Nesta etapa foi avaliada apenas a

presenca de halos de inibigao.

3.3.2 Analise quantitativa da inibicao do Sclerotium cepivorum in vitro

Os isolados que apresentaram alguma inibi¢do sobre o crescimento do fungo em
questdo foram novamente submetidos ao mesmo processo, sendo entdo analisado
quantitativamente esse grau de inibi¢do (GI), medindo o didmetro do fungo e do halo de
inibicdo, gerando assim um indice de inibicdo do desenvolvimento do fungo, o qual leva em
consideragdo a diferenga entre o desenvolvimento do fungo (Dtf) na placa sem a presenga do
controle (bactéria) e com a presenga do controle (Dcf), sobre o valor Dft.

Esse valor foi dividido pelo halo de inibi¢do (Hi), j& descontando o tamanho da
colonia bacteriana. O valor final foi multiplicado por 100, para que se tivesse o valor de

controle em porcentagem, como na Formula 1.



20

Dtf — Dcf

— Dft

(D
i * 100

3.4 ANALISES ESTATISTICAS

Todas as avaliagdes foram realizadas em delineamento inteiramente casualizado
(DIC), e seus resultados analisados pelo teste F de analise da varidncia, a um nivel de 5% de
significancia. Havendo diferenca significativa procedeu-se ao um teste de médias Scott-Knott,

também a um nivel de 5% de significancia, através do programa RStudio (versao 1.1.423).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 MECANISMOS DE PROMOCAO DE CRESCIMENTO DE EFEITO DIRETO

4.1.1 Solubilizacio de fosfato

Dos 27 isolados testados, 81,5% (22) apresentaram a capacidade de solubilizar fosfato
de célcio (Tabela 1). Entre eles, 16 (59%) apresentaram halo de solubiliza¢do em todas as
repeticoes, analisadas desde o primeiro dia de observagdo. Os isolados EB02, EB03, EB04 ¢
EB17 apresentaram IS (Indice de Solubilizagdo) estatisticamente maiores, com destaque para
o EBO03, que apresentou o maior IS, 1,65mm. Nove isolados apresentaram IS maior que
1,0mm (EB02, EBO3, EB04, EB10, EB17, EB19, EB20, EB23 ¢ EB27).

Os valores encontrados nesse trabalho se assemelham muito aos encontrados por
Karpagam e Nagalaksh (2014). A partir de amostras da rizosfera de tomateiro, foram
identificados 37 microrganismos com capacidade de solubilizar fosfato, mas apenas seis deles
apresentaram os maiores valores, ficando entre 1,13 e 2,23mm. Esses isolados passaram pelo
processo de identificacdo génica, sendo dois deles classificados como pertencentes aos
géneros Bacillus sp.

Os isolados EB02, EB03, EB04 e EB17 tiveram IS proximos a 1,5mm. Esse valor foi
descrito por Silva (2017) como relevante para o indice de solubilizagdo de fosfato, pois o
potencial de solubilizacdo de fosfato ¢ proporcional ao tamanho do halo e a relagdo com o

tamanho da coldonia. O autor encontrou isolados de Bacillus subtilis que apresentaram indices
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superiores a 1,5mm de didmetro, valores que se assemelham com os encontrados nesse
trabalho. Silva (2017) também apontou que dentro de uma mesma espécie, diferentes isolados
podem ter diferentes capacidades para solubilizar fosfato. Este caso aconteceu no proprio
trabalho de Silva (2017), onde dois isolados de Bacillus subtilis apresentaram valores
diferentes de solubilizacdo de fosforo em fosfato de rocha (J310 com uma média de 0,673ug
de fosforo por tudo de ensaio, ja o isolado E310 teve uma média de 0,744ug de fosforo por
tubo de ensaio).

Tabela 1: Indice de solubilizagio de fosfato por isolados de Bacillus sp. obtidos da rizosfera

de alho.

Isolados IS
*EBO1 0,00 g
*EB02 1,41b
EBO3 1,65 a
*EB04 1,44 b
*EBOS 0,48 ¢
EB06 0,86d
*EBO7 0,86d
EBO08 0,44 f
*EB09 0,15f
*EBI10 1,14c
*EBI11 0,37 f
*EB12 0,54 f
EB13 0,00 g
EB14 0,68 f
*EBI15 0,82d
*EB16 0,00 g
EB17 1,37 b
EB18 0,87 d
EB19 1,01d
EB20 1,14 ¢
EB21 0,75d
EB22 0,94d
*EB23 1,07 d
EB24 0,00 g
*EB25 0,00 g
*EB26 0,00 g
EB27 1,13 ¢

Controle 0,0 Og

Fonte: O autor

Notas: IS - indice de solubilizagao.

Os resultados mais significativos sdo destacados. Valores com letras iguais nas colunas, ndo diferem
estatisticamente.

* Bacillus sp. identificado por sequenciamento 16SRNAr
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Sabe-se que depois do nitrogénio, o fésforo ¢ o mineral que mais limita o crescimento
vegetal. No solo existe uma reserva grande desse elemento, mas nas formas insoluveis, o que
o torna indisponivel para as plantas, mas rizobactérias possuem a capacidade solubilizar esse
fosfato inorganico, convertendo o mesmo para formas soliveis e absorviveis para a planta
(ARRUDA, 2012).

Oliveira (2012) encontrou 80 isolados rizosféricos e endofiticos de duas cultivares de
Brachiaria. Destes, 66,2% possuiam capacidade de solubilizar fosfato inorganico, sendo que a
maioria apresentava indices de solubilizagdo de fosfato entre 1,14 e 3,15. Abreu (2014)
observou que dos 73 isolados de milho (folhas, raizes e colmos), 25 ndo foram capazes de
formar halo de solubilizacdo, sendo que os 48 isolados que apresentaram halo de
solubilizacdo foram classificados com baixa solubilizag¢do (IS < 2) e média solubilizagdo (2 <
IS <4). Dentre os 42 isolados sequenciados geneticamente, 57,14% foram classificados como
pertencentes ao género Bacillus, os quais apresentaram maior eficiéncia na solubilizagcdo de
fosforo em meio de cultura contendo tricalcio fosfato.

Neste trabalho (OLIVEIRA, 2012), os isolados obtidos da rizosfera do alho mostram
que apesar de serem classificados como baixa solubilizagdo (IS < 2), os mesmos apresentaram
resultados logo a partir da primeira andlise (trés dias apds a inoculagao).

Zucareli et al. (2018), avaliaram a inoculagdo de estipes de Bacillus subtilis no feijao,
juntamente com a disponibilizacdo de diferentes fontes de fosforo (mineral e quimico),e
observaram que houve um aumento na disponibilidade desse nutriente no solo, bem como a
sua absor¢do, a producdo de biomassa de raizes e parte aérea da planta, assim como sua

produtividade dos graos.

4.1.2 Producio de acido indol acético (AIA) in vitro.

Todos os 27 isolados produziram AIA, com valores que variaram de 2 a 34,28ug. mL'
(Figura 1). Os isolados EB14 ¢ EB15 produziram a maior quantidade 34,28 e 24,3pg. mL'
respectivamente. A maior parte dos isolados (45%) produziu de 10 a 19ug.mL' (Tabela 02).

Stroschein et al. (2016) constataram que a maioria dos isolados analisados em seu
estudo produziram até 10pg/mL, valores proximos aos encontrados nesse trabalho. Porém,
também encontraram bactérias isoladas de ndédulos de leguminosas e de solo rizosféricos com
capacidade de produzir até 57,75ug. mL', valor acima do méaximo produzido pelo isolado

EB14 nesse trabalho, o qual teve uma capacidade de produgdo de 34,28pg. mL'
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Moreira e Araujo (2013) observaram que todos os 127 isolados rizosféricos de
eucalipto analisados apresentaram resultado positivo para a producdo de auxinas, dos quais
85% produziram quantidades entre 4-8mg.mL', valores muito acima dos encontrados em

todos os outros trabalhos ja citados.

Tabela 02: Produ¢ao de AIA por isolados de Bacillus sp. obtidos da rizosfera de alho
Isolados  AIA(pg. mL")

*EBO1 10,85 d
*EBO02 9,68d
EBO3 12,23 d
*EB04 6,13 ¢
*EBOS 19,03 c
EBO06 13,47d
*EBO7 11,03 d
EBOS 12,67 d
*EB09 6,54 ¢
*EB10 15,27d
*EB11 2,70 £
*EB12 8,85¢e
EB13 6,36 ¢
EB14 24,3 b
*EB15 34,28 a
*EB16 14,16 d
EB17 17,26 c
EB18 13,01d
EB19 4,11 f
EB20 991d
EB21 7,56 ¢
EB22 3,05f
*EB23 19,03 c
EB24 12,54 d
*EB25 5,85e
*EB26 8,55e
EB27 12,91d
Controle 0,00 g

Fonte: O autor

Notas: AIA - produgdo de acido indol acético.

Os resultados mais significativos sdo destacados. Valores com letras iguais nas colunas, nao diferem
estatisticamente.

* Bacillus sp. identificado por sequenciamento 16SRNAr



24

Florentino et al (2017) observaram a eficacia de cepas bacterianas diazotréficas em
relagdo a produgio de AIA. Observando valores entre 3,99 ¢ 46,97ug.mL' e que o maior valor
obtido em uma das cepas foi estatisticamente igual ao controle, Azospirillum brasiliensis, pois
essa estirpe tem comprovadamente a capacidade de produzir AIA, sendo entdo um controle
positivo para comparagdo com os demais isolados testados. Segundo os autores, essa variacao
nos resultados obtidos estd de acordo com os encontrados em outros trabalhos, que
demonstraram a alta variabilidade na capacidade de produzir esse fitormonio por isolados
bacterianos.

Segundo Ribeiro (2010), as auxinas que sao sintetizadas pelas rizobactérias afetam o
sistema radicular das plantas, de modo a aumentar seu tamanho, nimero de ramificacdes de
raizes secunddrias, o que possibilita que a area explorada pelas raizes seja maior, o que
implicaria na quantidade de nutrientes a ser absorvido pela planta.

As auxinas, quando aplicadas exogenamente proporcionam maior porcentagem,
velocidade, uniformidade e qualidade no enraizamento. Além disso, outros processos
fisiologicos, como fototropismo, domindncia apical, diferenciacdo vascular e
desenvolvimento de flores e frutos, sao controlados pela acao das auxinas (ORI, 2006), o que
evidencia a importancia dos microrganismos com capacidade de fornecer esse fitormonio, ou
seus precursores a planta.

Algumas rizobactérias sao dependentes do triptofano para sintese de AIA. No solo,
essa caréncia ¢ suprida por exsudados das raizes, pois este aminoacido ¢ um precursor
fisiol6gico para a produgdo de auxina em diversas plantas e microrganismos (LEMOS, 2009).
Por esse motivo ha a necessidade da suplementagdo desse composto no meio de cultura,
quando estudada in vitro a capacidade dos isolados em produzir AIA. Este foi o caso desse
trabalho apresentado, em que foi feita a suplementagdo desse aminoacido no meio de cultura
onde as bactérias cresceram.

A influéncia do triptofano pode ser analisada no trabalho de Florentino et al (2017),
em que os autores observaram que a presenc¢a ou ndo desse aminoacido pode influenciar na
producdo de AIA. Porém, também deixaram claro que existem microrganismos que
independem da presenca desse composto para producdo de AIA, mas que sua presenca

incrementa a sintese de acido indol acético.
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Figura 1: Analise qualitativa para produgdo de AIA in vitro.

Fonte: O autor

4.2 MECANISMOS DE PROMOCAO DE CRESCIMENTO DE EFEITO INDIRETO.

4.2.1 Producao de enzimas extracelulares

Para os testes de quitinase e protease, a metodologia aplicada nao apresentou
resultados para producdo dessas duas enzimas extracelulares, mas a literatura ja apresenta
trabalhos que mostram a eficiéncia do género Bacillus em produzir tais enzimas (SOARES,
2016; COSTA et al., 2010, NASCIMENTO, 2005).

A quitinase ¢ uma enzima que pode ser encontrada em insetos, crustaceos, fungos e
bactérias. A fungdo que essa enzima possui ¢ variada em cada organismo, mas trabalhos ja
demonstraram que alguns microrganismos capazes de fazer a sintese dessa enzima, também
sdo capazes de controlar insetos e fungos fitopatogénicos, dentre eles o género Bacillus vém
ganhando destaque (SOARES, 2016; FLEURI, SATO, 2005).

Segundo Carvalho (2017), o género Bacillus spp. possui a capacidade de produzir
proteases que destroem a cuticula dos nematoides, tendo entdo uma atividade nematicida e
diversos trabalhos ja demonstraram a efetividade no controle desses individuos.

Mesmo que os isolados analisados neste trabalho ndo tenham apresentado resultados
positivos para tais testes, sabe-se a importancia que a presenga e atividade dessas enzimas

possuem no controle bioldgico de pragas e doencas.
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4.2.1.1 Produgdo de lipases

Dos 27 isolados de Bacillus, 18 (67%) apresentaram a capacidade de produzir enzimas
extracelulares que fazem a degradagdo de lipideos (Tabela 03). A presenca das pontuagdes
fluorescentes (Figura 2A e 2B) é um indicativo positivo da producdo dessas enzimas, como
descrito por Torquato et al. (2016)

Nos fungos, a parede celular pode ser composta por polissacarideos, proteinas,
lipideos, quitina e celulose, assim como sua membrana celular apresentam uma camada dupla
de fosfolipidios e um arranjo de proteinas envoltas por uma bicamada lipidica. Nos fungos, o
componente lipidico que predomina € o ergosterol (esterol ndo polar), que € responsavel por
caracteristicas importantes como estrutura, permeabilidade e modulacdo da fluidez. Sua
auséncia pode provocar alteragdes na permeabilidade da membrana plasmadtica e inibi¢ao do
crescimento, além disso, ele pode estar envolvido na regulacdo da sintese de quitina
(LOGUERCIO-LEITE et al, 2006).

Sdo poucos os materiais que evidenciam a efetividade das lipases no controle
biolégico, mas sabe-se que a parede fungica contém lipideos e proteinas, de forma que o
antagonista deve produzir enzimas que tenham atividade sobre essas estruturas (CARISSIMI,
2006). No presente trabalho, alguns dos isolados que possuem a capacidade de sintetizar
enzimas que fazem a degradagdo de lipideos também apresentaram a capacidade de inibir o
desenvolvimento do fungo Sclerotium cepivorum, causador da doenga podriddo branca no
alho.

Luz (2014) observou que dos 46 microrganismos isolados de agua, bridfitas, solo,
terra de cupinzeiro, folhas, caule de arvore e bromélias, uma area com vegetagao densa do
Parque Estadual Serra do Ouro Branco, localizado no municipio de Ouro Branco/MG, 54%
apresentaram resultados positivos para a producao de lipases em pelo menos um dos métodos
utilizados. Cinquenta por cento produziram halo quando em meio contendo Tween® 80 e
22% apresentaram halo fluorescente, quando em meio contendo Rodamina B.

Lima (2004) ao analisar a capacidade de cepas bacterianas em produzir lipases em
meio solido, descobriu que todas as 11 analisadas apresentaram resultados positivos. Todas
eram pertencentes ao género Bacillus, com destaque para a cepa LTEB11, que havia sido
isolada a partir de uma contaminagdo em meio de cultura. A partir de testes bioquimicos e
sequenciamento do rRNA 16S, essa foi identificada como Bacillus megaterium.

Apesar da literatura ainda ser escassa sobre a utilizagdo de lipases bacterianas no
controle de pragas e doencas, ja sabe-se que o uso de fungos entomopatogénicos com

capacidade de produzir extracelularmente lipases € crescente, uma vez que essas enzimas
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podem ser utilizadas ja que apresentam a capacidade de romper a cuticula do seu hospedeiro
(ERTHAL JUNIOR, 2011; MORA, CASTILO, FRAGA, 2016),

A proporg¢do entre bactérias e fungos presentes no ambiente ¢ grande, evidenciando a
capacidade que tais organismos podem apresentar como uma alternativa para controle de

fitopatogenos (LAMBALIS et al. 2005, NICOLAU, 2016).

Figura 2: Lipase extracelular

Fonte: O autor

Notas: 2A e 2B: Pontos fluorescentes na placa; 2C: Degradagdo da Rodamina B.

4.2.1.2 Urease

Dos 27 isolados estudados, apenas nove (33%) ndo apresentaram a capacidade de
sintetizar extracelularmente enzimas que fazem a hidrolise da ureia (urease) (Figura 3). O
resultado foi semelhante foi encontrado por Madureira et al. (2014), em que os autores
observaram que cinco isolados da rizosfera de bananeira Prata — Ana, de um total de dez,
tiveram resultado positivo para urease, sendo esses pertencentes ao género Bacillus. Os
demais isolados, dois foram identificados como Bacillus sp. com incapacidade de producao da
enzima urease e trés foram identificados como Paenibacillus lentimorbus, sendo que dois

possuiam a capacidade de degradar a ureia presente no meio.
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Figura 3: Resultado positivo para teste de urease.

- L. Bl
=

Fonte: O autor

Wen et al. (2015) observaram a existéncia de uma relacdo positiva entre
microrganismos urease positivos e a aplicagdo de ureia no controle de nematoides da espécie
Meloidogyne javanica em seu estado juvenil. Para os autores essa relacao positiva se deu pela
acdo nematicida que essa urease apresentou, tanto no solo quando produzida por tais
microrganismos. Dos 25 isolados analisados por Wen et al. (2015), dois foram classificados
como pertencentes ao género Bacillus, por meio do sequenciamento do gene 16S rRNA.

A urease oriunda de vegetais ja foi testada, avaliando sua capacidade de inibir o
crescimento de fungos filamentosos e leveduras. Obteve-se um resultado positivo, afetando
fungos fitopatogénicos, como Rhizoctonia solani, Fusarium spp., Penicillium herguei,
Colletotrichum spp., entre outros (POSTAL, 2012).

Essa inibicdo se deu pela inibicdo da multiplicagcdo celular, inducao de alteracdes
morfoldgicas com a formagdo de pseudo-hifas, alteragdes na cadeia transportadora de H+,
metabolismo energético, permeabilizagdo de membranas, podendo levar a morte celular
(POSTAL, 2012).

Além da inibicdo do desenvolvimento de fungos, Folmer et al. (2004), citam em seu
trabalho que uma isoforma de urease vegetal (castanha) apresentou propriedades bioldgicas
independentes da sua atividade ureolitica, além de possuir atividade inseticida, sugerindo que
essa enzima pode estar envolvida nesse processo de defesa vegetal.

A urease ¢ uma enzima extracelular produzida por microrganismos do solo, sendo essa
responsavel pela hidrélise da ureia, originando amonio, bicarbonato e hidroxilas. Esse amonio
pode ser absorvido pelas plantas, que de modo geral, no inicio do seu desenvolvimento tem
preferéncia por essa forma, além da absor¢do pelas plantas, de acordo com as condigdes

ambientais, esse ion pode ser imobilizado pelos microrganismos, adsorvido nos
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argilominerais ou ser oxidado a nitrato (FRAZAO et al., 2014; TASCA et al., 2011; LANNA
et al., 2010).

Pelos trabalhos apresentados anteriormente, evidencia-se que essa enzima possui dupla
aplicagdo, podendo ser um mecanismo contra patéogenos, além de fornecer nitrogénio para as
plantas, favorecendo seu desenvolvimento. Por isso, se tem a necessidade de analisar a
capacidade que os microrganismos possuem em sintetizar essa enzima, para que estudos mais

detalhados sobre suas aplica¢des sejam efetuados.

Tabela 03: Producdo de enzimas extracelulares por isolados de Bacillus sp. obtidos de
rizosfera de alho.

Isolados Lipase Urease Quitinase Protease
*EBO1 + + - -
*EB02

EBO3
*EB04
*EBOS

EB06
*EBO7

EBO08
*EB09
*EB10
*EB11
*EB12

EB13

EB14
*EB15
*EB16

EB17

EB18 -

EB19 -

EB20 -

EB21 -

EB22 -
*EB23 +

EB24 -
*EB25 -
*EB26 -

EB27 +

Controle

+
+

A
1 1
1 1

I i S S S S S S

+
e
1 1
1 1

+ o+
1
1

Fonte: O autor
Nota: * Bacillus sp. identificado por sequenciamento 16SRNAr
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4.3 CAPACIDADE DE INIBICAO DE Sclerotium cepivorum POR ISOLADOS DE Bacillus
sp. in vitro

4.3.1 Inibicao do Sclerotium cepivorum in vitro

O ensaio de antibiose qualitativa mostrou que 13 (48%) dos isolados apresentaram
inibi¢do do crescimento de Sclerotium cepivorum in vitro (Figura 4). A andlise quantitativa do
grau de inibicdo (GI) ndo revelou diferenga entre os tamanhos dos halos, sugerindo grau de
inibicdo homogéneo entre os isolados selecionados (Tabela 04).

Tabela 04: Inibicdo do fungo Sclerotium cepivorum in vitro por isolados de Bacillus sp.
obtidos de rizosfera de alho.

Isolados  GI (%)
*EBO1 12,72 a
*EB02 0,00 b
EBO03 0,00 b
*EB04  0,00b
*EBO5 0,00 b
EB0O6 0,00 b
*EB0O7 0,00 b
EBOS8 0,00 b
*EB09 0,00 b
*EB10 0,00 b
*EB11 0,00 b
*EB12 0,00 b
EB13 12,96 a
EB14 0,00 b
*EB15 8,98 a
*EB16 0,00 b
EB17 21,23 a
EB18 27,44 a
EB19 16,54 a
EB20 13,57 a
EB21 32,69 a
EB22 24,04 a
*EB23 0,00 b
EB24 19,11 a
*EB25 32,48 a
*EB26 17,18 a
EB27 12,00 a
Controle 0,00 b

Fonte: O autor

Notas: GI: Grau de inibigao
* Bacillus sp. identificado por sequenciamento 16SRNAr
Valores seguidos de letras iguais na coluna ndo se diferem estatisticamente
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Quase metade da colecdo de Bacillus apresentou inibicdo do desenvolvimento do
Sclerotium cepivorum, sugerindo potencial controle bioldgico da doenca. Essa caracteristica
comumente ¢ descrita na literatura para o género Bacillus. Nascimento (2009) observou
controle significativo in vitro do desenvolvimento de Pyricularia grisea por diferentes
espécies de Bacillus, chegando préoximo de 36% de inibicdo quando comparada com o
controle.

Dorighello (2017) analisou a eficiéncia de trés isolados de Bacillus no controle de
diferentes fungos fitopatogénicos (Erysiphe diffusa, Podosphaera xanthii, S. sclerotiorum, P.
pachyrhizi, F. solani, F. oxysporum f. Sp. Phaseoli, C. lindemuthianum e C. cassiicola). Os
trés isolados j& sdo produtos comerciais. Os métodos de aplicacao foram preventivos (antes do
inicio da doenga) e curativos (apds o inicio da doenga). O autor observou que a aplicacao
preventiva dos produtos avaliados reduziu a area de dano foliar causada por S. sclerotiorum
até 45%. Em P. pachyrhizi, os isolados reduziram a gravidade da doenga até¢ 96% na
aplicagdo preventiva e 47% na aplicacdo curativa.

Fuga (2013) relatou que a maioria dos isolados de Bacillus spp. in vitro (37 dos 46)
nao inibiu o crescimento do Sclerotium cepivorum, mas oito isolados reduziram o crescimento
micelial do fungo entre 42,2 e 50,2%. O autor ainda sugeriu que esse resultado foi devido a
antibiose, pela producao de metabotitos secundarios extracelulares pelos isolados bacterianos
com acdo antifingica, que podem ser antibioticos, quitinases, glucanases e outros
polipeptideos.

Fuga (2013) ainda verificou o escurecimento do micélio de S. cepivorum na regido de
influéncia dos possiveis metabotitos produzidos pelas bactérias. Em microscopio foi possivel
observar o encurtamento das células e engrossamento das paredes das hifas do patogeno,
sugerindo que essas modificacdes fossem algum mecanismo de defesa do patdgeno.

Kumar, Kumar e Pratush (2013), analisaram 92 bactérias isoladas da rizosfera do
milho, em Solan, na India. Os autores observaram que cinco isolados apresentaram a
capacidade de inibir o crescimento de fungos fitopatogénicos (Fusarium oxysporum e
Rhizoctonia solani). Esses isolados (MZPSB16 e MZPS58) foram testados para a producao de
enzimas (quitinase, protease € urease) € observaram que os mesmos possuiam a capacidade de
sintetizar tais enzimas, as quais sdo conhecidas por estarem envolvidas no controle de fungos
e insetos fitopatogénicos. Mais tarde esses isolados foram identificados como Bacillus subtilis

e Pseudomonas putida, respectivamente.
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Figura 4: Inibigdo in vitro do desenvolvimento de Sclerotium cepivorum por Bacillus sp.

Fonte: O autor

Observou-se que dos treze isolados que apresentaram inibigdo ao S. Cepivorum in
vitro, dez isolados produziram apenas urease, cinco, apenas lipases e quatro produziram
lipases e urease (EB13, EB15, EB23 e EB27) (Tabela 4). Entretanto, ndo ¢ possivel
relacionar a producdo de enzimas extraceleulares com a inibi¢ao do fungo, pois essas enzimas
foram detectadas também nos isolados sem efeito no crescimento fungico. Isto sugere que
outros mecanismos, associados ou ndo a producdo de enzimas extracelulares estejam
envolvidos na inibi¢ao, sendo necessario aprofundar e ampliar essas analises.

Ao se correlacionar os mecanismos diretos e indiretos testados in vitro, observou-se
que apenas os isolados EBO1, EB15, EB17 e EB27 apresentaram resultados significativos em
trés das cinco avaliagcdes (Tabela 5). Esta capacidade pode ser importante para selecao de
microrganismos promotores e/ou protetores plantas, uma vez que Barretti, Souza e Pozza
(2008) descobriram que duas bactérias endofiticas do tomateiro, além de promoverem o
crescimento da planta, atuaram também na inibi¢do in vitro de Ralstonia solanacearum.

Essa multifuncionalidade presente em microrganismos rizosféricos e endofiticos ¢
vista com destaque para a produgcdao de biofertilizantes. Essa multifuncionalidade esta
associada a fixacdo de N, solubilizagdo de fosfato, produgdo de enzimas hidroliticas
(celulases, xilanases, lipases, proteases, pectinases), além de outras caracteristicas de

biocontrole associadas (GOMES et al., 2016).



Tabela 05: Mecanismos de crescimento em Bacillus in vitro

33

Isolados Lipase Urease GI (%)

IS (mm) AIA(ug/mL)

*EB01
*EB02
EBO03
*EB04
*EBOS
EBO06
*EBO7
EBOS8
*EB09
*EB10
*EB11
*EB12
EB13
EB14
*EB15
*EB16
EB17
EB18
EB19
EB20
EB21
EB22
*EB23
EB24
*EB25
*EB26
EB27
Controle

+

+ 4+ + 4+ A+ +

+

+

+ +

12,72a
0,00 b
0,00 b
0,00 b
0,00 b
0,00 b
0,00 b
0,00 b
0,00 b
0,00 b
0,00 b
0,00 b
12,96 a
0,00 b
8,98 a
0,00 b
21,23 a
27,44 a
16,54 a
13,57 a
32,69 a
24,04 a
0,00 b
19,11 a
32,48 a
17,18 a
12,00 a
0,00 b

0,00 g
1,41b
1,65 a
1,44 b
0,48 ¢
0,86 d
0,86 d
0,44 f
0,15f
1,14c
0,37 f
0,54 f
0,00 g
0,68 f
0,82d
0,00 g
1,37 b
0,87d
1,01d
1,14 ¢
0,75d
0,94 d
1,07d
0,00 g
0,00 g
0,00 g
1,13 ¢
0,0 0g

10,85 d
9,68 d
12,23 d
6,13 ¢
19,03 ¢
13,47 d
11,03d
12,67 d
6,54 ¢
15,27d
2,70 f
8,85¢
6,36 ¢
243 b
34,28 a
14,16 d
17,26 ¢
13,01d
4,11 f
991d
7,56 ¢
3,05f
19,03 ¢
12,54 d
5,85¢
8,55¢
1291d
0,00 g

Fonte: O autor

Notas:GI(%) Grau de Inibi¢do do desenvolvimento do fungo S. cepivorum; IS: indice de Solubilizagio de

Fosfato; AIA: Produgéo de Acido Indol Acético.

* Bacillus sp. identificado por sequenciamento 16SRNAr
Valores seguidos de letras iguais na coluna nao se diferem estatisticamente

5 CONCLUSAO

Como promotores de crescimento com mecanismos diretos, teve destaque EBO3,

EB15 e EB14, com os maiores valores no indice de solubilizacdo de fosfato e na producao de

AIA respectivamente. Nos mecanismos indiretos (produ¢do de enzimas extracelulares)

juntamente com o controle da podriddo branca, tiveram destaque os isolados EBO1, EB15,
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EB17 e EB27. EB15 e EB17 possuem potencial para promoc¢ao de crescimento e/ou prote¢ao

de plantas.
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