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RESUMO

O Quadrilatero Ferrifero (QF) por compreender ambientes Unicos é considerado uma area
de particular importancia biologica, as bactérias associadas as raizes de plantas podem
beneficia-las por meio de estimulo ao seu desenvolvimento, assim como na protecdo a
patdégenos. Os fungos fitopatogénicos sdo responsaveis por grande parte das perdas na
agricultura, destes, a fusariose ocasionada pelo fungo Fusarium oxysporum e antracnose
causada pelo fungo fitopatogénico Colletotrichum lindemuthianum, sdo doencas de relativa
importancia visto a severidade e o dificil controle que normalmente é realizado por meio de
produtos quimicos. Neste contexto, este estudo objetivou investigar o potencial antagdnico e
a de promocao de crescimento vegetal em plantas de Phaseolus vulgaris de bactérias extraidas
de solos e plantas da regido do Quadrilatero Ferrifero contra o fungo causador da antracnose
no feijoeiro Colletotrichum lindemuthianum. Para isso, 62 isolados bacterianos obtidos a
partir de uma colecdo existente no Laboratério de Interacdo Bactéria Ambiente — LabGiba da
Universidade Federal de Ouro Preto, tiveram sua atividade antagonica avaliada inicialmente
contra o fungo Fusarium oxysporum, e em seguida confrontados contra o fungo alvo desse
estudo, Colletotrichum lindemuthianum cepa C89 (CICL89). Os 18 isolados que apresentaram
potencial de inibicdo entre 20, 25% e acima de 50% para Fusarium foram avaliados quanto &
sua atividade antagonica contra CICL89 por meio dos ensaios de inibigéo direta, indireta por
compostos volateis, indireta por compostos ndo volateis difusiveis e ensaio de
termoestabilidade dos isolados. Os cinco isolados que obtiveram taxa de inibi¢cdo acima de
67% foram selecionados para os ensaios de promocdo de crescimento vegetal, essencialmente,
capacidade de solubilizar fosfato, positiva para 3 isolados, e produzir sider6foros, positivo
para 2 isolados. Em seguida procedeu o ensaio em casa de vegetacgdo para verificar o potencial
in vivo, porém, devido a condicBes de padronizacdo desfavoraveis os resultados obtidos nédo
puderam ser conclusivos. Dos cinco isolados de interesse, quatro foram identificados como
sendo dos géneros: Pantoea e Acinetobacter, o isolado LR1 sera sequenciado posteriormente
para correta identificacdo. Constatou-se assim que isolados ambientais de um geossistema
pouco estudado podem ser eficientes controladores do crescimento de C. lindemuthianum in
vitro, permitindo estabelecer uma prova de conceito para ensaios de controle bioldgico deste

fitopatdgeno em campo.

Palavras-chave: Colletotrichum lindemuthianum, antagonismo, Quadrilatero

Ferrifero, biocontrole, bioestimulante.



ABSTRACT

The Iron Quadrangle (1Q), as it comprises unique environments, is considered an area of
particular biological importance, the bacteria associated with the roots of plants can
benefit them by stimulating their development, as well as protecting pathogens.
Phytopathogenic fungi are responsible for a large part of the losses in agriculture, of
which, the fusariosis caused by the fungus Fusarium oxysporum and anthracnose caused
by the phytopathogenic fungus Colletotrichum lindemuthianum, are diseases of relative
importance given the severity and the difficult control that is usually performed through
Chemicals. In this context, this study aimed to investigate the antagonistic potential and
the promotion of plant growth in Phaseolus vulgaris plants from bacteria extracted from
soils and plants in the region of the Quadrilatero Ferrifero against the fungus that causes
anthracnose in common bean Colletotrichum lindemuthianum. For this purpose, 62
bacterial isolates obtained from an existing collection at the Laboratory of Interaction
Bacteria Environment - LabGiba of the Federal University of Ouro Preto, had their
antagonistic activity evaluated initially against the fungus Fusarium oxysporum, and then
confronted against the target fungus of this study, Colletotrichum lindemuthianum strain
C89 (CICL89). The 18 isolates that showed inhibition potential between 20, 25% and
above 50% for Fusarium were evaluated for their antagonistic activity against CICL89
by means of direct, indirect inhibition by volatile compounds, indirect inhibition by
diffusible compounds and assay of thermostability of the isolates. The five isolates that
obtained an inhibition rate above 67% were selected for the tests to promote plant growth,
essentially, the ability to solubilize phosphate, positive for 3 isolates, and produce
siderophores, positive for 2 isolates. Then, the test was carried out in a greenhouse to
check the potential in vivo, however, due to unfavorable standardization conditions, the
results obtained could not be conclusive. Of the five interests in question, four were
identified as being the genera: Pantoea and Acinetobacter, the LR1 isolate will be
sequenced later for correct identification. It was thus found that environmental isolates
from a little studied geosystem can be efficient controllers of the growth of C.
lindemuthianum in vitro, allowing to establish a proof of concept for biological control

tests of this phytopathogen in the field.

Keywords: Colletotrichum lindemuthianum, antagonism, Iron Quadrangle, biocontrol,

biostimulant.
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1. INTRODUCAO
1.1 O quadrilatero ferrifero

O Quadrilatero Ferrifero, também conhecido como a regido mineradora de Minas Gerais,
esta localizado no Centro-Sul de Minas Gerais e seu embasamento cristalino esta situado em
areas circunvizinhas compostas de gnaisses tonalitico-graniticos de idade arqueana com mais
de 2,7 bilhdes de anos (Dorr, 1969). Compreendendo um espaco fisico entre as coordenadas
de19°45'S.e20°30'S. e43°22'30 "W. e 44 ° 7'30" W, situando ao sul de Belo Horizonte,
a area abrange cidades como Ouro Preto, Sabara e Santa Barbara (Barbosa, 1980), possuindo
uma area total estimada em cerca de 7.000 quilémetros quadrados.

A origem do nome advém da ocorréncia de formacdo de ferro e minério de ferro (Dorr,
1969), e possui clima do tipo tropical chuvoso com invernos secos, tais condi¢fes ndo sdo
refletidas no solo ou na cobertura vegetal, em virtude de alterac6es particulares de conjuntos
litologicos de metassedimentos, constituido de solos em maioria rasos, ferruginosos e
pedregosos, que pode ter como vegetagédo florestas densas, matas secas, cerrados e campos
limpos (Barbosa, 1980).

1.1.1 Biodiversidade do quadrilatero ferrifero

O Quadrilatero Ferrifero é definido como uma &rea de particular importancia biolégica,
pois compreende ambientes Unicos, como campos rupestres ferruginosos, que sdo
considerados hotspots potenciais da biodiversidade, devido ao alto endemismo de plantas e
animais (Carmo; Kamino, 2015). A extracdo mineral promovida na regido coloca em risco a
perda da flora e consequentemente, a perda de microbiota especializada, o que evidencia a
importancia em utilizar areas do Quadrilatero Ferrifero para estudo na prospecgdo de
microrganismos (Jacobi et al., 2011).

1.2 Arrizosfera

A rizosfera pode ser definida como a regido do solo onde processos mediados por
microrganismos séo especificamente influenciados pelo sistema radicular. Esta area inclui o
solo conectado as raizes das plantas e frequentemente estende alguns milimetros da superficie
radicular, sendo um importante ambiente para as interagdes entre plantas e microrganismos

(Hallmann; Rodriguez-Kébana; Kloepper, 1999). Isso porque as raizes das plantas liberam
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uma ampla gama de compostos envolvidos para atrair organismos que possam ser benéficos,

neutros ou prejudicial para as plantas (Oteino et al., 2015).

O solo é constituido de diversas espécies de microrganismos, dentre eles, fungos,
actinomicetos, protozoarios, virus e algas. Diversas bactérias podem ser encontradas no solo
associadas a raiz das plantas, observadas em maior numero, geralmente sdo responsaveis por
relagbes ecoldgicas que podem ser benéficas ou prejudiciais para as plantas (Glick, 2012). De
modo que, as bactérias associadas a rizosfera constituem um subconjunto de bactérias do solo
denominado rizobacteérias (Kloepper et al., 1999).

Figura 1. Demonstracao das principais interacGes bacterianas que ocorrem na regido da rizosfera.
(Felestrino et al., 2017).

1.3 Rizobactérias e promogao de crescimento vegetal

Muitas das rizobactérias compreendem as denominadas bactérias promotoras de
crescimento das plantas (BPCP), por pertencerem a um grupo benéfico e heterogéneo de
microorganismos que podem ser encontrados na rizosfera, tanto na superficie da raiz ou
associada a ela, e sdo capazes de melhorar o crescimento das plantas, assim como protegé-las

de doencas e tensbes abidticas (Duan et al., 2013).

13



/1 Rhizoplane

Rhizosphere
Bacterial nodule
i Mucilage

Root cap

Figura 2. Demonstracdo da interacdo da rizosfera com a raiz das plantas. Imagem da internet
(https://player.slideplayer.com.br/72/12235894/slides/slide_16.jpg)

A colonizacdo do sistema radicular de plantas pelas BPCP pode ocorrer por meio da
reintroducdo em sementes ou partes de plantas vegetativas, por meio de processos simbidticos,
endofiticos ou associativos com distintos graus de proximidade entre as raizes e as adjacéncias
no solo (Kloepper et al., 1999). Dentre os beneficios que estas associacdes entre bactérias e
raizes podem proporcionar, tem-se a aquisicdo de recursos minerais como ferro ou pela

producéo de fitohormonios (Glick, 2012).

As BPCP podem diminuir o periodo de emergéncia da plantula, considerado de alta
vulnerabilidade, pois é quando as plantulas se encontram suscetiveis ao ataque de patdgenos
(Kloepper et al., 1999), e podem inclusive auxiliar na remog&o de compostos prejudiciais ao

crescimento das plantas (Glick, 2012).
1.3.1 Solubilizacéo de Fosfato

O fosforo (P) é o segundo elemento nutricional mais importante para a nutricao das plantas,
participando de fungBes metabdlicas estruturais, funcionais e de transferéncia de energia
(Khan et al., 2009; Nahas, 2002). Sua disponibilidade no solo é limitada, pois naturalmente
ele se encontra indisponivel para a absorcdo das plantas (Sharma et al., 2013), tornando
necessaria a necessidade de suplementacdo nutricional com o uso de fertilizantes soluveis
visando o desenvolvimento adequado das plantas (Vassileva et al., 1999).

Os fertilizantes comerciais, geralmente reagem com demais componentes do solo,
formando outros compostos pouco disponiveis, causando a necessidade de um ndmero maior

de aplicacOes do produto e com isso elevam os custos para o produtor (Vassilev et al., 1996).
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Nesse contexto, o emprego de BPCP’s € visto como uma alternativa aos produtos comerciais
normalmente utilizados, visto que estes microrganismos por meio de mecanismos de quelagéo
e reacOes de troca, conseguem elevar a concentracao de P disponivel para as plantas, por meio
da excrecdo de acidos organicos (Gerke, 1992), promovendo a acidificacdo do ambiente
(Massenssine et al., 2015).

Tal estratégia utilizada pelas BPCP’s, sdo altamente desejaveis, fato que melhorem a
disponibilidade e absorcéo de fosforo no solo favorecendo o crescimento das plantas, visto
que menos que 5% do teor de fosforo de solos é biodisponivel para as plantas (Bulgarelli et
al., 2013).

1.3.2 Producao de Sideroforos

O Ferro (Fe**) é um micronutriente essencial para o desenvolvimento vegetal (Kobayashi;
Nishizawa, 2012), devido a capacidade para coordenar e ativar oxigénio (Storey et al., 2007).
Ele participa de diversos processos metabolicos como a fotossintese, alem disso, é capaz de
regular a biossintese de vitaminas, toxinas, citocromos, sideréforos dentre outros (Messenger;
Barclay, 1983).

Embora geralmente o Fe®* esteja em boa disponibilidade no solo, semelhante ao fosforo,
ele ndo se encontra disponivel para as plantas, devido a baixa solubilidade de dxidos de Fe®*
(Storey et al., 2007). Na busca de aumentar a disponibilidade do micronutriente, tanto os
microrganismos quanto as plantas desenvolveram estratégias, destas, a que mais se destaca €
a de quelacdo, na qual ocorre a internalizacdo deste ion do meio por meio da liberacdo de
moléculas quelantes de ferro de baixo peso molecular, denominadas: sideréforos (Ahmed;
Shahab, 2009).

Um sider6foro € um composto organico, produzido por bactérias, fungos e plantas
gramineas que tem a capacidade de formar complexos muito estaveis com o ferro (Reichard,
2005), nesse aspecto, as bactérias obtém vantagem, por terem maior afinidade pelo ferro do
que os sideroforos de plantas (Ahmed; Shahab, 2009). Os sider6foros bacterianos, contribuem
indiretamente para a promocdo de crescimento das plantas (Saha et al., 2016), agindo
antagonicamente ao remover o elemento quimico disponivel do ambiente, prejudicando
microrganismos como o fungo Fusarium oxysporum, que tem seu crescimento afetado pela

indisponibilidade deste elemento (Duijff et al., 1999).
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1.4 Bactérias inoculantes

As BPCP séo consideradas como bons candidatos inoculantes, devido a capacidade de
colonizarem raizes e transformarem o ambiente com associacGes e relagdes no ecossistema,
que propicia o desenvolvimento vegetal (Oteino et al., 2015). A eficiéncia da colonizacédo de
uma BPCP esta intimamente associada a competicdo microbiana pré-existente e sua
sobrevivéncia no solo, bem como a modulagdo da expressdo de genes e comunicacdo entre
celulas através da deteccdo de quorum sensing (Kloepper et al., 1999). Além disso, as raizes
das plantas podem reagir a diferentes condicGes através da secrecdo de uma vasta gama de
compostos, como aculcares e acidos organicos, que interferem na interacdo planta-bactéria,

sendo considerado um fator importante na eficiéncia destes inoculantes (Oteino et al., 2015).

A salde do solo é um fator importante, que pode influenciar a eficiéncia das inoculagdes
com microrganismos, fator evidenciado pelas diversas caracteristicas em sua composicao,
como exemplo os nutrientes biodisponiveis, concentracbes de metais toxicos, umidade do
solo, diversidade microbiana, e disturbios do solo causados por praticas inadequadas de
manejo. Essas caracteristicas, sdo essenciais para que ocorra a devida eficiéncia das BPCP’s
como inoculantes em culturas agricolas, fato que releva a dificuldade em encontrar este tipo

de produto no mercado (Oteino et al., 2015).
1.5 Rizobactérias e controle bioldgico

Na busca por tecnologias menos agressivas, o uso de microrganismos (Winding; Binnerup;
Pritchard, 2004), como rizobactérias e endéfitos, podem ser considerados como importantes
colaboradores (Kloepper et al., 1999). Neste contexto, as rizobactérias por serem capazes de
colonizar o sistema radicular das plantas, auxilia na prevencédo contra a invasdo de patégenos,
por meio da producdo de diversos metabolitos, uma consequéncia esta na defesa vegetal por
meio da inibicdo de outros microrganismos deletérios (Kloepper ; Ryu; Zhang, 2004).

Os efeitos causados pelos patdgenos na agricultura é preocupante, uma vez que estima-se
cerca de 10 a 20% de perdas ocasionadas por doencas nas cultivos brasileiros (CONAB,
2017). De todas as doencas, as fungicas e bacterianas se destacam por afetar uma vasta gama
de espécies cultivaveis (Goulart, 2005). Entre os fungos, os do género Colletotrichum estdo
entre os patdgenos mais conhecidos por causar grandes prejuizos econdmicos (ESPANA et
al., 2017) .
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De modo que, as rizobactérias podem ser utilizadas como agentes de controle biol6gico ou
associadas a outros fatores culturais e praticas agrondémicas, induzindo a supresséo por meio
de alteracdes na comunidade de microrganismos ja existentes na rizosfera (Kloepper et al.,
1999).

1.6 Regulamentacio do uso das BCPC’s na agricultura

O uso constante de agrotoxicos para o controle de doencas, pragas causa diversos efeitos
nocivos para 0 meio ambiente e para as pessoas em diversas etapas da cadeia produtiva
(Rigotto; Vasconcelos; Rocha, 2014), um exemplo é a contaminacgéo dos alimentos, do solo,
da &gua e dos animais; a intoxicacdo de agricultores; a resisténcia de patdégenos, assim como o
aparecimento de doencas iatrogénicas (doencas provocadas devido ao uso de agrotoxicos)
(Morandi; Bettiol, 2008).

Denominado como controle alternativo de pragas e doencas, o controle biolégico passou a
ser utilizado para controlar patdgenos e pragas que representam danos aos sistemas agricolas
(Sambuichi et al., 2017). O uso de microrganismos para o controle de organismos indesejaveis
na agricultura tem se tornado cada vez mais comum em diversos paises (Halfeld-Vieira et al.,
2016), entretanto, por possuirem a capacidade de sobreviver e se reproduzir no ambiente,
devem ser criteriosamente caracterizados por meio de testes, visando garantir a seguranca

relacionada a salde e ao ambiente (Oliveira-Filho; Faria; Castro, 2004).

Apesar do controle bioldgico se basear no uso de processos e recursos de ocorréncias
naturais, a apropriacdo destas tecnologias e sua utilizacdo como produtos comercializados
para controle de pragas e doencas agricolas acabaram por inseri-las no universo dos produtos
regulados pela lei de agrotdxicos (Sambuichi et al., 2017). No Brasil, a concessdo de registro
dos produtos microbiolégicos pelos 6rgéos federais, esta atrelado a evidéncias laboratoriais
de que indiqguem que o produto, quando usado da maneira indicada, ndo causara efeitos
adversos aos seres humanos ou ao ambiente, de modo que, para o registro sdo necessarios
ensaios sobre a caracterizacdo fisico quimica, toxicoldgica e de residuos (Halfeld-Vieira et
al., 2016).
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1.7 Feijao

O feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) é pertencente do género Phaseolus, subtribo
Phaseolinae, tribo Phaseoleae (Padder et al., 2017). Cronquist (1988) descreve como
pertencente a subclasse Rosidae, ordem Fabales e familia Fabaceae.

Dentro do género estdo inclusos diversos tipos de feijdo. Embora o feijao tenha sido
classificado em mais de 50 espécies diferentes (Delgado-Salinas et al., 1999), apenas cinco
séo cultivadas e amplamente utilizadas para consumo humano em todo o mundo, dentre elas
o feijdo comum (P. vulgaris), o feijao de corredor (P. coccineus), o feijdo do ano (P. dumosus),
o feijdo tepario (P. acutifolius) e o feijdo lima propriamente dito (P. lunatus) (Gepts et al.,
2008).As plantas do género Phaseolus séo dipldides com 2n = 22 (Mercado-Ruaro; Delgado-
Salinas, 1998),

Silva (1999), descreve as caracteristicas morfolégicas desta espécie como: sistema
radicular formado por uma raiz principal, da qual se origina raizes secundarias. O caule € do
tipo herbaceo, formado por diversos nos e entrends, onde se encontra os cotilédones.

O hébito de crescimento varia entre determinado e indeterminado, a depender da cultivar.
As folhas sdo simples e opostas, constituidas de trés foliolos e alternas, peciolo alongado, cor

e pilosidade variam de acordo com varios fatores (Figura 1).
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Figura 3. Desenvolvimento da planta do feijoeiro e suas principais estruturas. Imagem da internet
(https://alicebrancoweffort.blogspot.com/2017/02/como-plantar-feijao.html).

O feijdo comum se desenvolve em altitudes que variam entre 50 a 3000 metros e também
pode suportar ambientes extremos. A temperatura ideal para o desenvolvimento varia entre
14 e 26°C, e precipita¢des anuais entre 400 e 1600 mm, no geral o pH do solo deve estar entre
5 e 6, levemente &cido, atingindo a maturidade fisiologica entre 70 e 200 dias, sendo que
algumas cultivares chegam a obter potencial de rendimento entre 400-5000 kg/ha)
(Wortmann et al.,, 1998; Debouck, 1999).

1.7.1 Importéncia da cultura

O feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) € uma das principais plantas cultivadas, sendo o
responsavel pela metade das leguminosas consumidas no mundo (Schoonhoven; Voysest,
1991), constitui um dos principais ingredientes da dieta da populagédo brasileira (Padder et
al., 2017b), além de excelente fonte de proteina, seus grdos ainda possuem boas fontes de
calorias e minerais, estima-se que as sementes possuam cerca de 18-40% do seu peso em
proteinas das quais o corpo humano necessita (Padder et al., 2017).

A produgdo do feijdo é bastante difundida em todo o territorio nacional e distribuida em
trés safras ao longo do ano, sendo o Brasil o terceiro maior produtor mundial (CONAB, 2017).
Segundo dados do IBGE (2017), a producéo do feijao que é dividida em primeira safra (das

aguas), segunda safra (da seca) e terceira safra (irrigada), ainda é predominantemente
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realizada por pequenos produtores, com nivel baixo de tecnificagdo e portanto, baixa
produtividade.

A cultura é acometida por diversos fatores que prejudicam a producéo (Padder et al., 2017),
destes, tém-se os fatores abioticos no qual o clima, temperatura e 4&gua sdo 0s grandes agentes
contra a producdo, e como fatores bioticos destaca-se a ocorréncia de diversas doengas que
podem causar danos significativos a lavoura, com reducdo no rendimento e qualidade dos
gréos (Falleiros et al., 2018).

Neste contexto a antracnose se evidencia como uma das principais doencas da cultura,
embora a mancha angular da folha, o virus do mosaico comum do feijdo e a ferrugem
bacteriana comum também contribuam para perdas significativas de sua producéo (Padder et
al., 2017b).

De modo que, as leguminosas sdo vistas como importante e estratégico alimento visando a
seguranca alimentar, sendo que o feijao constitui a maior fonte de proteina e nutrientes,
ficando atréas apenas das proteinas de origem animal, adquirindo um papel fundamental num

planeta cada vez mais populoso [Cotet; Balgiu; Zaleschi (Negrea), 2017].
1.8 Fusarium oxysporum

O fungo Fusarium oxysporum taxonomicamente pertence ao reino Fungi, filo Ascomycota,
subfilo Pezizomycotina, classe Sordariomycetes, subclasse Hypocreomycetidae, ordem
Hypocreales, Familia Nectriaceae, género Fusarium como descrito no Mycobank, (2020).

Este género é constituido por muitas espécies fitopatogénicas descritas (Sidrim et al.,
2010), que varia conforme o sistema taxondmico utilizado, no geral se baseia nas
caracteristicas culturais das col6nias e dos esporos do fungo (Torres, 2000). Os fungos deste
género sdo microrganismos com extensa representatividade nos mais diversos ambientes,

podendo viver como saprofiticos no solo, &gua e plantas (Sidrim et al., 2010).

Os fungos da espécie Fusarium Oxysporum produzem trés tipos de esporos, chamados
microconidios, macroconidios e clamiddsporos. O tipo mais abundante verificado, 0s
microconidios possuem uma ou duas células e sdo produzidos pelo fungo sob diversas
condi¢bes. Os macroconidios possuem entre trés a cinco células, sdo produzidos nos
esporoddquios e geralmente sdo encontrados na superficie do tecido necrosado pelo patdgeno.
Os clamidosporos possuem entre uma ou duas células e suas paredes celulares sdo espessas

realizando a fungdo de carrear o fungo entre areas ou ainda, viabilizar a sobrevivéncia do
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patdgeno por longos periodos (Leslie; Summerell, 2007; Nelson, P. E.; Dignani; A. 1994;
Ohara, T. 2004)

O micélio do Fusarium se desenvolve- rapidamente, o micélio pode ser de aveludado a
levemente cotonoso, opaco ou levemente brilhante, no lado de baixo, pode ser incolor,
marrom, vermelho, roxo escuro ou marrom (Hoog et al.,, 2014). Desenvolve-se em
temperaturas que variam entre temperatura ambiente 25-30°C, sendo que alguns isolados nao
sdo termotolerantes (O’Donnell et al., 2010). O meio de cultivo mais utilizado para a
determinacéo das espécies é o Batata Dextrose Agar (BDA) (Fisher et al., 1982) (Lacaz et al.,
1998).

Em relagdo ao seu mecanismo de infeccdo, o patégeno produz hifas que penetram através
da parede epidérmica da raiz (Mendgen; Hahn; Deising, 1996). De modo que o micélio se
desenvolva por dentro das células atraves do cortex radicular atingindo os vasos do xilema,
utilizando-o como caminho para colonizacdo do patdgeno, por meio de microconidios
(Bishop; Cooper, 1983).0s sintomas na planta geralmente sdo visualizados com a presenga de
murcha provocada pelo estresse hidrico, ocasionado devido ao bloqueio dos vasos (Beckman,
1987), outros sintomas incluem, manchas e queima das folhas, podriddo das raizes e caules,

podridéo de frutas, graos e sementes (Nelson, 1990).

Como a grande maioria dos fungos fitopatogénicos, a dispersdo do patdgeno ocorre
principalmente pela acdo da chuva, ventos e animais (Fisher et al., 1982).

1.9 Antracnose
1.9.1 A antracnose do feijoeiro

A antracnose é causada pelo fungo fitopatogénico Colletotrichum lindemuthianum (Sacc.
& Magnus) (Balardin, R. S; Jarosz, A.M; Kelly, J.D, 1997). Normalmente esta doenga é
considerada problematica em regides tropicais e subtropicais, onde habitualmente o feijdo é
usado como principal proteina fonte de alimenta¢do humana, sendo considerada endémica em
locais como Africa, Asia, Australia e em alguns paises da América Latina, como o Brasil
(Darben et al., 2017).

1.9.2 Caracteristicas gerais do patégeno Colletotrichum lindemuthiamum

Os fungos do género Colletotrichum, podem ser saprofiticos e patogénicos, sendo que,
estes ultimos s@o os principais causadores de doencas economicamente importantes,
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denominadas de antracnoses, e podem ocorrer em diversas espécies de hospedeiros. O sucesso
na invasdo em tecidos, geralmente depende de estratégias que os fungos destes género usam,
como por exemplo atuarem como hemibiotroficos intracelular, isto €, penetram no tecido para
que possam se nutrir, porém sem causar morte do hospedeiro, ou, necrotroficos subcuticulares,
ao promoverem morte dos tecidos do hospedeiro, por meio da liberagdo de toxinas, pois se
alimentam de tecidos mortos ou que estdo morrendo, através do desenvolvimento de estruturas
especificas para penetrar no hospedeiro, como por exemplo, 0s apressorios, estes por
resistirem as condicdes adversas do ambiente, atuam como 6rgdo de sobrevivéncia (Menezes,
2006).

O fungo Colletotrichum lindemuthiamum taxonomicamente pertence ao reino Fungi, filo
Ascomycota, subfilo Pezizomycotina, classe Sordariomycetes, subclasse
Hypocreomycetidae, ordem Glomerellales, familia Glomerellaceae, género Colletotrichum
como descrito no Mycobank, (2020).

Colletotrichum lindemuthiamum é um fungo filamentoso que possui dois tipos de formas
reprodutivas (Sutton, 1992). A fase sexual teleomorfa (forma perfeita) do patégeno é descrita
como Glomerella lindemuthiana (Baker, Wardlaw, 1937), geralmente ocorre a producao de
peritécios, corpos de frutificacdo fungica e ascos, célula sexual produtora de esporos, ambas
caracteristicas sdo geralmente encontradas em fungos pertencentes ao filo Ascomycota
(Padder et al., 2017a).

A forma assexual anamarfica (forma imperfeita) produz acérvulos que eclodem através da
epiderme. Possui conidioforos curtos e aglomerados contendo conidios, por onde 0s esporos
evadem através da abertura ao topo (Padder et al., 2017a). Kimati e Galli (1970) ap6s
acasalarem dois isolados diferentes do patdgeno, descobriram que 0s ascOsporos eram
patogénicos apenas para o feijdo, renomeando o patdgeno para Glomerella. cingulata f. sp.
phaseoli. Recentemente, a forma teleomorfica, até entdo nao vista em campo, foi detectada
em lesdes de feijdo exibindo sintomas tipicos de antracnose em vagens, folhas ou caules
(Camargo et al., 2007).

As plantas podem ser acometidas pela doenca em qualquer fase de seu desenvolvimento, e
0 patégeno pode ser disseminado de uma planta para outra por meio de varios agentes do
ambiente aéreo (Menezes, 2006). Os esporos séo facilmente dispersados atraves dos salpicos
de agua e resultando na dispersdo da doenca (Padder et al., 2017a), outro método eficiente de

dispersdo da doenca ocorre com o uso de sementes infectadas (Menezes, 2006).
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Dentre os sintomas tipicos, estdo as lesdes profundas e concéntricas contendo esporos cor
de carne. As lesdes também podem ocorrer nas hastes, hipocétilos e com o avango da doenga,
pode vir ocorrer murcha e sinalizacdo de folhas semelhantes as de outros patogenos foliares,

sendo que sua progressao leva a planta a eventual morte (Padder et al., 2017a).
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Figura 4. Lesdes de antracnose em folhas, sementes e vagens de feijao. Imagem da internet

(https://www.adama.com/brasil/pt/espaco-do-agricultor/feijao).
1.9.3 Importéncia econémica

A antracnose é uma das doengas mais importantes que acometem a cultura do feijao
comuns em todo o mundo, podendo ocasionar perdas de rendimento de até 90% em regides
com alta prevaléncia umidade e temperaturas moderadas entre 13 a 27 °C (Balardin; Jarosz,;
Kelly, 1997; Darben et al., 2017).

1.9.4 Controle

O controle da doenca ¢é realizado rotineiramente por meio de produtos quimicos, que no
geral se demonstram onerosos (Balardin; Jarosz; Kelly, 1997). Uma alternativa ao controle
quimico esta no uso de cultivares resistentes (Padder et al., 2017a). Entretanto, em detrimento
da pressdo seletiva promovida pelo uso descontrolado destes agentes quimicos, esta medida

se torna limitada para o controle e desenvolvimento da doenca (Falleiros et al., 2018).

Atualmente parte da cultivares suscetiveis sdo devido a alta variabilidade patogénica
(Padder et al., 2017a), uma causa possivel estd no fato das racas do patdgeno que serem
extremamente difundidas, tornando o padréo de viruléncia de C. lindemuthianum ainda
desconhecido. Uma hipdtese levantada é da evolucdo da raca ou a ainda, devido a eficiente

dispersao transmitida entre areas por meio de sementes (Balardin; Jarosz; Kelly, 1997).
1.9.5 Desafio

No mundo mais de 100 ragas de C. lindemuthianum foram encontradas, e as ragas 65, 73,

81 e 89 séo as mais frequentes no Brasil (Falleiros et al., 2018). No Brasil foram identificadas
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mais de 50 racas de C. lindemuthianum. Destas, as ragas 64, 65, 73, 81, 87 e 89 sdo 0s patotipos
mais frequentemente encontrados nos estados do Parana, Santa Catarina, Goias e Distrito
Federal, os principais produtores desta cultura (Darben et al., 2017). Exatamente por
apresentar esta diversidade de patotipos frequentemente encontrados, mesmo em cultivares
resistentes pode haver elevada incidéncia de focos de antracnose (Padder et al., 2017b) . O
mesmo vale para a ineficiéncia dos controladores quimicos, uma vez que em tal variabilidade
pode haver patotipos mais ou menos resistentes a estes compostos. Dai surge o desafio de se
buscar novas formas de controle da doenca, e o controle biolégico se mostra bastante

interessante, por ser economicamente viavel e ambientalmente mais seguro.
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2. HIPOTESES

» As bactérias do Quadrilatero ferrifero, podem apresentar atividade antagbnica contra 0s
fungos fitopatogénicos Fusarium Oxysporum e Colletotrichum lindemuthianum in vitro.

» As bactérias do Quadrilatero ferrifero, apresentam caracteristicas desejaveis a promocao
de crescimento vegetal in vitro.

» A inoculacdo de bactérias em sementes de feijdo pode estimular o desenvolvimento da

planta.
2.1 JUSTIFICATIVAS

» Potencialidades biotecnolégicas verificadas pelos colaboradores do LabGiba;

» Boa adaptabilidade destes microrganismos, devido as condi¢cdes extremas as quais
estavam submetidos no meio ambiente;

» Necessidade de tecnologias menos agressivas ao meio ambiente e a salde para controle
dessa importante doenga;

» Alta demanda por agricultura sustentavel no mercado global;

» A busca e o desenvolvimento de produtos biotecnoldgicos é base para o fortalecimento

do PPG Biotec e do NUPEB como institui¢do de geracao de conhecimento e divisas.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Investigar o potencial antagbnico e de promocdo de crescimento vegetal de bactérias
extraidas de solos e plantas da regido do Quadrilatero Ferrifero contra o fungo causador da

antracnose no feijoeiro Colletotrichum lindemuthianum.
3.2 Objetivos especificos

I. Avaliacdo do antagonismo de isolados previamente isolados contra o Colletotrichum
lindemuthianum in vitro;

Il. Selecionar os isolados que apresentarem as maiores taxas de inibicdo contra
Colletotrichum lindemuthianum;
I11.Avaliar os isolados quanto a capacidade de solubilizar fésforo e produzir sideréforos;
IV. Avaliar o efeito da inoculagédo dos isolados bacterianos sobre sementes de feijao, em casa
de vegetacdo;
V.ldentificar isolados com potencial para futuros estudos de prospeccdo de biomoléculas de
interesse biotecnoldgico.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Microrganismos utilizados

As 62 bactérias utilizadas neste estudo foram obtidas a partir de uma colecéo existente no
Laboratorio de Interacdo Bactéria Ambiente — LabGiba da Universidade Federal de Ouro
Preto, e foram previamente isolados por Caneschi e colaboradores (2018). As bactérias
armazenadas no LabGiba foram estocadas em microtubos devidamente identificados, e
armazenada em Meio LB liquido - Luria Bertani (LB) - (peptona de soja, 10g L™; extrato de
levedura, 5g L; cloreto de sodio, 10g L*;), suplementado com glicerol 50% e mantida a
temperatura de -20°C.

Os fungos utilizados neste estudo foram gentilmente cedidos pelo Laboratorio de Genética
Molecular de Fungos (LGMF) da Universidade Federal de Vigosa, a cepa C89 do fungo C.
lindemuthianum (CICL89), e a cepa de F. oxysporum, pelo Laboratoério de Biologia Celular e
Molecular da UFOP (LBCM) da Universidade Federal de Ouro Preto.

As cepas foram cultivadas em Meio BDA — Agar Batata Dextrose — (batata 200 g L;
Dextrose, 20 g L™ e 4gar, 15 g L), retirou-se um disco micelial de cada uma em seguida
foram acondicionados em microtubos contendo agua destilada e armazenados a 4°C até a
utilizagdo. Todos estes isolados bem como a cepa de C. lindemuthianum e de F. oxysporum
foram previamente cadastrados no Sisgen. No quadro 1, estéo listados os isolados bacterianos,

assim como as respectivas localizagdes.

Quadro 1. Amostras de plantas da regido do Quadrilatero Ferrifero e de canga da regido do Jardim
Canada — Nova Lima. Fonte: Adaptado de (Caneschi et al., 2018).

Nome  Cientifico Nome Localizacdo - Identificacdo
onte
das Plantas Popular (Canga) do Isolado
Mie d’agua Flores FAl
Lychnophora Latitude: Raiz RA2
pinaster Mart Arnica Rai RA3
. o A& 1(n aiz
Mineira 7”15 10
(Asteraceae) Longitude: Raiz RA4
37°25°58" Raiz RAS
Gervéo Rizosfera RIZAl
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Stachytarpheta Mie d’agua Rizosfera RIZA2
glabra Cham. (Serra da
Flores FG1
(Verbenaceae) Moeda)
Flores FG2
Flores FG3
Flores FB1
Baccharis im- Se d’
- - Alecrim Maie d’agua Flores FB2
reticularia DC do- (Serra da
Flores FB3
(Asteraceae) campo Moeda)
Folha FoB1
Folha FoB2
Folha FoB3
Flores IPT1
Flores IPT2
Flores IPT3
Raiz RPT1
Gomphrena Paratudo Mie d’agua Raiz RPTS
arborescens L.f. ou (Serra  da Rizosfera RizPT1
(Amaranthaceae) perpetua Moeda) Rizosfera RizPT3
Tubérculo TPT1
Tubérculo TPT2
tubérculo TPT3
Tubérculo TPT5
Symphyopappus Jardim Raiz RS1
compressus Canada
(Gardner) B. L. (Nova Raiz RS2
Rob. Lima)
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(Asteraceae) Latitude:
19° 59' 09"
Longitude:
43° 50' 49"
Jardim
Lagenocarpus
- Canada
rigidus Nees Folha LR1
(Nova
(Cyperaceae) Lima)
Pleroma Jardim
heteromallum  D. Canada
Folh TH1
Don (D. Don) (Nova omna
(Melastomataceae) Lima)
. i FI P1
Peixotoa tomentosa Jardim ores
A. Juss. Canada
Maloh (Nova Flores P2
(Malpighiaceae) Lima)
Folha FCE
Vellozia compacta Jardim Raiz RCEL
Mart. ex Schult. & Canada _
Schult.f. (Nova Raiz RCE2
(Velloziaceae) Lima) Raiz RCES
Raiz RCE4
C11
C12
- Canga 1l Solo
C13
Cl4
c21
- Canga 2 Solo
Cc22
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C23

C24

C25

Canga 3

Solo

C31

C32

C33

C34

Canga 4

Solo

C41

C42

C43

C44

Canga 5

Solo

C51

C52

C53

C54

C55

C56

Canga 6

Solo

C61l

Canga 7

Solo

C71

C72

C73

C74
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4.2 Ativacao e ensaios de pureza das culturas de microrganismos

As culturas das estirpes de bactéerias foram conservadas em meio Luria Bertani liquido —
LB sob glicerol 50% previamente esterilizado, e mantido a -20°C, sendo reativadas em placas
de Petri contendo meio de cultura LB sélido. Utilizou-se 0 método de estrias para a obtencéo
de coldnias puras dos isolados, em seguida foi feita a ativacdo destas colénias em meio LB
liqguido em microtubos de centrifuga em shaker a 180 rpm durante 48h, tiveram as respectivas
Densidades Opticas (D.O) ajustadas para 0,5.

As estirpes dos fungos utilizados foram conservadas em microtubos de centrifuga contendo
agua destilada estéril a 4° C. Para reativagdo de F. oxysporum foram utilizadas placas de Petri
contendo meio Agar Batata Dextrose sintético— BDA durante sete dias no escuro a 28° C. Para
reativacdo de C. lindemuthianum foram utilizadas placas de Petri contendo Agar Batata

Dextrose natural — BDA durante dez dias no escuro a 26° C.
4.3 Prospeccdo da antibiose dos isolados bacterianos contra Fusarium oxysporum

O fitopatogeno utilizado inicialmente foi o fungo F. oxysporum proveniente da colecdo do
Laboratorio de Biologia Celular e Molecular da UFOP. Os 62 isolados bacterianos foram
testados quanto ao potencial de antagonismo contra F. oxysporum por meio do ensaio de
inibicdo direta. Um disco de agar com 0,6 cm de didmetro contendo micélio do fungo
patogénico foi inoculado em um lado de uma placa de Petri contendo meio de cultivo BDA,
em seguida, ajustou-se a Densidade Optica (D.O) da suspensdo bacteriana para 0,5, para
controle do niimero de células. Apos foi estriado cerca de 10 pl de uma suspensdo de cada
isolado em formato quadrangular de 3cm de aresta na parte central da placa e incubada a 28
°C por sete dias. Para controle negativo do teste, foi inoculado somente o fungo no centro de
uma placa de Petri.

O halo de crescimento do patogeno foi medido no 6° e no 7° dia. Até atingirem cerca de
3cm. As bactérias foram consideradas como potenciais inibidores do patdégeno, ao terem seus
percentuais inibitérios obtidos por meio da férmula descrita abaixo, comparados a placa
controle. Sendo selecionados 13 isolados dentre os melhores inibidores que atingiram inibicao
entre 50 e 60%, e 5 isolados que dentre os piores inibidores atingiram inibic&o entre 20 e 25%
do patégeno. Todos os ensaios foram feitos em triplicata e o percentual de inibi¢do foi

calculado segundo a formula: ((DM-dm)/DM )x100 , onde DM é o valor da média do diametro
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do patdgeno entre as repeticdes das placas controles, dm é o didmetro médio do patégeno na
placa de inibigdo direta.

4.4 Ensaios de atividade antagonista a Colletotrichum lindemuthianum

Apods realizada a prospeccao inicial para a avaliacdo da atividade antagonista dos isolados
ao fungo fitopatogénico F. oxysporum, 18 isolados que inibiram entre 25% e 60% pelo método
de inibicdo direta foram considerados para os estudos de inibigéo a C. lindemuthianum.

4.4.1 Ensaio de antagonismo por inibicao direta

Para isso um disco de micélio de CICL89 foi inserido no centro da placa de Petri,
contendo meio BDA. Em quatro pontos equidistantes, cerca de 3 cm de aresta do disco do
micélio, foram inoculados 10 L de suspensdo do isolado de bactéria testada como provavel
antagonista. O controle negativo foi realizado somente com a inoculacdo do patégeno, sem a
presenca do potencial antagonista. ApOs inoculacdo, as placas foram vedadas e
acondicionadas em camara do tipo BOD por 10 dias, no escuro a 26°C. Ao final deste periodo
o didmetro do micélio de CICL89 foi quantificado na presenca e auséncia dos antagonistas

com o uso de um paquimetro digital. O ensaio foi feito em triplicatas independentes.
4.4.2 Ensaio de antagonismo por inibicdo indireta por meio de compostos volateis

O método consiste na inibicdo do crescimento do alvo por meio de compostos volateis
liberados pelos microrganismos inoculados em meio de cultura. Para isso foram utilizadas
placas de Petri septadas contendo 3 camaras, de modo que um disco de micélio CICL89 foi
inserido em uma das cadmaras, 10 pL do isolado com a D.O previamente ajustada em outra
camara, ficando a terceira camara vazia. O controle negativo foi realizado somente com a
inoculacdo do patdgeno, sem a presenca do potencial antagonista. Apés inoculacéo, as placas
foram vedadas e acondicionadas com a tampa voltada para cima e ap6s dez dias de incubacéao
no escuro a 26° C, o diametro do micélio CICL89, na presenca e auséncia dos antagonistas foi
quantificado com o uso de um paquimetro digital. O ensaio foi feito em triplicatas

independentes.
4.4.3 Ensaio de antagonismo por inibicdo indireta por meio de compostos difusiveis

O método consiste na confrontacdo indireta dos microrganismos em meio de cultura
mediado pela agdo de compostos difusiveis com potencial agdo controladora do fungo. Para
isso, um disco de 11 cm de didmetro de papel celofane P45 permeével esteril € colocado sobre
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a superficie do meio BDA, previamente vertido em placas de Petri de 90 x15 mm. Em seguida,
200 pL da cultura de isolados bacterianos com a D.O previamente ajustada para 0,5 sdo
inoculados sobre o papel celofane, e homogeneizado com algca de Drigalsky por toda a
superficie do celofane, evitando que haja contato direto da solucdo de bactérias com o meio.
As placas foram incubadas por 48h, e em seguida tiveram o conjunto celofane acrescido de
coldnias bacterianas removidos, para entdo ser inoculado um disco de 0,6 cm de micélio do
fitopatdégeno no centro da placa de Petri sobre o0 meio BDA. Em seguida, as placas foram
vedadas e acondicionadas em camara do tipo BOD, por 10 dias no escuro a 26° C. Apds este
periodo, o didmetro do micélio de CICL89 foi quantificado na presenca e auséncia dos
antagonistas com o uso de um paquimetro digital. O ensaio foi feito em triplicatas
independentes. O controle negativo foi realizado somente com o celofane sem a presenca do

patogeno, seguida pela posterior inoculacéo do patégeno.

4.4.4 Ensaio de antagonismo por inibicdo indireta apds analise de termoestabilidade
dos isolados

O método consiste na confrontacdo indireta dos microrganismos em meio de cultura, apds
receberem tratamento térmico. No qual, 200 pL de isolados bacterianos, com a D.O
previamente ajustada sdo levados em termobloco, durante 5 min & 80° C. Em seguida, cada
microtubo contendo os isolados bacterianos foram inoculados sobre o papel celofane, e
homogeneizado com alga de Drigalsky. O restante do ensaio foi conduzido como descrito no
item 4.4.3 Apds inoculacdo, as placas foram vedadas e acondicionadas em cadmara do tipo
BOD, por dez dias no escuro a 26°C, o diametro do micélio CICL89, foi quantificado na
presenca e auséncia dos antagonistas com o uso de um paquimetro digital. O ensaio foi feito
em triplicatas independentes.

4.5 Ensaios para promocao de crescimento de plantas in vitro

A partir dos resultados obtidos nos ensaios de caracterizacdo antagonista in vitro, foram
selecionados cinco microrganismos para realizar 0s ensaios visando a promogdo de

crescimento de plantas.
4.5.1 Ensaio de solubilizacéo de fosfato
O método consiste na utilizagdo de meio solido fosfato (glicose 10 gL-1; Ca*PO* 5 gL-1;

MgCI2.6H,0 5 gL-1; MgS0*.7H20 0,25 g L-1; KCI 0,2 gL-1; (NH4)250% 0,1 gL-1; 4gar 15 g
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L-1), o qual foi vertido em placas de Petri de 9 cm de diametro, em seguida inoculou ao centro
das placas cerca de 2 pL. As placas foram vedadas e acondicionadas em BOD a 28°C £2
durante 10 dias para verificar a formagdo do halo translicido em torno das col6nias. A

avaliacdo constou da medic¢do do halo formado com paquimetro digital.
4.5.2 Ensaio de producdo de sideroforos

A produgdo de siderdforos foi avaliada utilizando meio adaptado de (Schwyn; Neilands,
1987) na qual a solucdo do corante € formada por trés solucdes: primeira consiste em 0,069
de cromo azurol S (CAS) solubilizado em agua MilliQ® (QSP 50 ml); segunda na
solubilizagdo de 0,0027g de FeCI®.H,O em HCI 10mM (QSP 10 ml); e a terceira na
solubilizacéo de 0,073g de HDTMA em agua destilada (QSP 50 ml). As trés solucdes foram
misturadas em um frasco e submetidas a esterilizacdo em autoclave 120°C por 15 minutos. O
meio foi preparado separadamente. 100mL de meio M9 2X foi adicionado em 60mL de agua
MilliQ® a 3,01 g de PIPES foram adicionadas a essa solucdo e o pH ajustado a 6,8.
Autoclavou-se a 120°C por 15 minutos. Apos atingir a temperatura inferior a 50 °C,
adicionaram-se 10mL de solucdo de glicose 20%, 50 ml de solucdo de CAS (60,5mg de
Cromoazurol S em 50mL de agua MilliQ® e 100ml da solucdo corante inicialmente
preparada). Verteu-se o meio azul em placa e a producéo de sideréforos foi detectada pela
formac&o de um halo alaranjado.

4.6 Ensaios em casa de vegetacdo para promogao de crescimento de plantas

A partir dos resultados obtidos nos ensaios de caracterizacdo fisioldgica in vitro, foram

selecionados cinco microrganismos para realizar o ensaio em casa de vegetacao.
4.6.1 Descontaminacéo das sementes

As sementes passaram pro procedimento de esterilizacdo no qual consistiu em lavagem
com detergente neutro, seguida pela imersdo em hipoclorito de sédio comercial 2% durante
25min, sendo em seguida imersas em alcool 70% durante 30 segundos e logo apds foram
enxaguadas por 4 vezes em dH>O por 5min. Apo6s, procedeu a verificacao da esterilidade da
semente, na qual as sementes foram acondicionadas em placas de Petri contendo meio LB e
deixadas em temperatura ambiente durante 48h para garantir a descontaminagdo por

microrganismos (Figura 5).
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Figura 5. Sementes em placas de Petri, por 48h, para verificacdo da completa descontaminacéo.
4.6.2 Inoculacéo via microbiolizacdo de sementes

Neste ensaio utilizou-se sementes previamente descontaminadas, as quais foram
acondicionadas em beckeres de 50ml, juntamente com suspensdo bacteriana, cerca de 200
pL/semente preparada previamente e teve a OD ajustada pra 0,5 (Figura 6). Em seguida 0s
frascos foram armazenados no shaker, 180 rpm a 26° durante 72h. Apos este periodo as
sementes absorveram a suspensao bacteriana e procedeu o plantio em frascos contendo 100

ml de substrato comercial.
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Figura 6. Inoculacdo de isolados bacterianos em sementes previamente esterilizadas em

Erlenmeyers.
4.6.3 Inoculagdo em substrato

Para este ensaio as sementes previamente esterilizadas foram colocadas em frascos
contendo 100 ml de substrato comercial, em seguida, procedeu-se a inoculagdo de 200 uL
sobre cada semente (Figura 7), ap0s cobriu a semente com substrato, em seguida os frascos
foram acondicionados em casa de vegetacdo. Até o fim do periodo de avaliacdo 40 dias ap0s

a germinacao).

Figura 7. Inoculacdo de isolados bacterianos em recipientes contendo substrato comercial

previamente esterilizado.

As avaliacBes constaram das medi¢des de altura das plantas crescidas ap6s o periodo
predeterminado, em seguida as plantas foram secas em estufas 60°C durante 5 dias, em seguida

realizou o peso da massa seca da parte aérea e 0 peso da massa seca da raiz de cada tratamento.
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O experimento foi conduzido com sementes da cultivar Pérola padronizada por (tamanho)
e previamente esterilizada segundo descrito no item 4.6.1. As sementes foram plantadas em
recipientes de 200ml, contendo substrato comercial autoclavado a 120kgf, por 20 minutos, em
3 dias seguidos, em seguida procedeu o ensaio sendo realizado por 2 tratamentos visando
avaliar a promocdo e crescimento: inoculacdo via microbioliza¢do de sementes e pelo método

de inoculagdo em susbstrato.

Dos 18 isolados avaliados inicialmente quanto a atividade antagdnica contra
Colletotrichum lindemuthianum, os cinco que atingiram as melhores inibi¢cdes (70 e 90%)
foram avaliados quanto a produgdo de siderdforos e solubilizagdo de fosfato. Estes isolados
bacterianos foram selecionados tendo como principal critério a alta taxa de antagonismo

contra o patégeno.

As bactérias selecionadas formam cultivadas separadamente em microtubos contendo meio
LB liquido, a temperatura de 28°C, por um periodo de 48 horas, sob agitacdo constante de 180
rpm. Decorrido o tempo de incubacgédo, 200 pL/semente, em seguida teve a OD ajustada pra

0,5. Sendo logo apos utilizadas nos tratamentos.

O delineamento experimental foi constituido de 2 tratamentos e um grupo controle: T1
controle; T2 Bactéria: LR1; T3 Bactéria: C23; T4 Bactéria: C74; T5 Bactéria: RA4; T6
Bactéria: RPT1, com 5 repeti¢cdes (Figura 8). Para cada tratamento foram empregados 30
recipientes com uma semente cada. Os recipientes foram distribuidos e organizados ao acaso,
com 2 tratamentos por blocos totalizando 30 plantas por bloco. O controle constituiu de

plantas sem a adi¢cdo da suspensdo bacteriana, somente 200 pL de meio de cultura.

As plantas foram mantidas em estufa a temperatura de 27°C, com um fotoperiodo de 16
horas de luz e 8 horas de escuro, umidade relativa de 75% nédo sendo adicionado, qualquer

solucdo nutriente nos recipientes (Figura 9).

A avaliacdo da promocdo de crescimento em Phaseolus vulgaris cv. perola foi realizada
por meio dos pardmetros: comprimento do caule, nimero de folhas, biomassa seca da parte

area e da raiz.
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Figura 9. Plantas de Phaseolus vulgaris em desenvolvimento em casa de vegetacdo, sob as mesmas

condigdes climaticas.

Decorridos os 45 dias previstos as plantas seriam coletadas e teriam a raiz, o caule e as
folhas devidamente separados e acondicionados em sacos de papel previamente secos e
pesados. Para avaliar a massa (mg) da matéria seca, as plantas deveriam ser mantidas a 60°C
durante = 4 dias em estufa até estabilizacdo da massa e pesadas novamente. A massa da

matéria seca e fresca seria determinada em balanca analitica.

4.7 Identificacdo das bactérias
A identificacdo molecular foi realizada para cinco bactérias, o isolado LR1 e RPT1 que
apresentou resultados positivos para o ensaio de solubilizacdo de fosfato, o isolado C23 por
ter apresentado resultado positivo para o ensaio de producéo de siderdéforos, o isolado C74 por
ter apresentado resultado positivo em todos o0s ensaios in vitro, no geral todos estes isolados
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se apresentaram como O6timos antagonistas ao fungo patogénico Colletotrichum

lindemuthianum.
4.7.1 Extracdo do DNA dos isolados bacterianos

A técnica utilizada para a extracdo do DNA dos isolados bacterianos foi descrita por
Queipo-ortuno et al., (2008) e Diana; Pui; Son, (2012). Nesta, o volume de 1,5 mL de meio
liquido contendo células bacterianas, foram ativadas durante a noite, em seguida centrifugadas
a 15000 x g por 15 min, em seguida, o sobrenadante foi retirado e o pellet foi ressuspendido
em 1 mL de agua MilliQ®, e centrifugado em 15000 x g por 10 min. O sobrenadante foi
retirado e o pellet ressuspendido em 40 pL de &gua MilliQ®, logo apo6s as amostras foram
colocadas em banho-maria a 100°C por 10 min e logo depois foram colocadas no freezer a -
20°C por 10 min. Em seguida, centrifugou-se a 15000 x g por 20s e o coletou o sobrenadante
contendo 0 DNA gendmico. A concentracdo de DNA foi padronizada e os isolados foram
submetidos a reacdes de PCR, em que para cada amostra foi usado 3 uL do Buffer +MgCI?,
1,13 pL de dNTP, 4,5 pL dos primers forward e reverse, 0,48 pL de Tag, 1 pL do DNA
genémico em uma concentracdo de 20 ng/uL e 15,36 pL de agua ultrapura. A amplificacdo
foi submetida a um ciclo inicial de 5 minutos por 94 °C, seguido de 35 ciclos de 30 segundos
a94°C, 1 minuto a 57 °C, 1 minuto a 72°C, e um ciclo final de 5 minutos a 72°C. Foi utilizado
o termociclador Biocycler®, as regides de DNA amplificadas foram verificadas em gel de
agarose 0,8%, utilizando 5 ul do produto de PCR para avaliacdo da qualidade. A concentracéo
de DNA foi verificada através do Nanodrop e as amostras foram diluidas para a concentracao
de 20 ng/ul. Ao final, realizou-se o procedimento de eletroforese para a verificacdo da
integridade do DNA.

4.7.2 Sequenciamento — regido: v4/v5 - 16 s

Dos isolados bacterianos utilizados, cinco deles foram selecionados devido ao desempenho
frente aos ensaios realizados, sendo eles identificadas como: C23, C74, LR1, RA4, RPT1. As
amostras foram enviadas para o laboratério CREBIO (Centro de Recursos Bioldgicos e
Biologia Gendmica) para identificacGes dos isolados, através do sequenciamento por 16S, na
regido V4 -V5. Os isolados foram submetidos a reag0es de PCR, foram utilizados
oligonucleotideos complexos compostos por: sequéncia forward 5
GTGCCAGCMGCCGCGGTAA 3’ e reverse 5° CCGTCAATTYYTTTRAGTTT 3’ para
amplificar a regido V4 — V5 (FOUHY et al., 2016).

39



5. RESULTADOS

5.1 Prospeccao da antibiose dos isolados bacterianos contra Fusarium oxysporum

A partir dos 62 isolados bacterianos previamente obtidos a partir de plantas e solos da
regido do QF, foi realizado uma analise inicial para verificar o potencial antifingico contra F.
oxysporum, agente causal da fusariose em diversos hospedeiros. Isto porque iniciamos o
trabalho buscando averiguar apenas o potencial antagonico destes isolados contra fungos de
interesse agricola, e F. oxysporum foi escolhido para que o aprimoramento da metodologia
fosse atingido enquanto as tramitacdes burocraticas de cessdo da cepa CIC89 de C.

lindemuthianum estivessem em andamento.

No ensaio de antibiose direta contra F. oxysporum, 13 isolados apresentaram taxas de
inibicdo acima de 50%, outros 13 isolados inibiram entre 20 e 49%, e o restante (36 isolados)

apresentou atividade antifungica inferior de 20% (Figura 10).
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Figura 10. Avaliacdo da antibiose dos isolados contra a inibi¢do do crescimento de F. oxysporum.
As barras vermelhas destacam os isolados que inibiriam acima de 50% do crescimento micelial do
patégeno. As barras em azul destacam os isolados descartadas das analises posteriores, devido a baixa
taxa inibitoria.

Apbs esta analise inicial com F. oxysporum, 18 isolados bacterianos foram selecionados
para o ensaio contra C. lindemuthianum (vide barras em vermelho e amarelo na figura 10).

Neste conjunto foi incluso todos os isolados antagonistas a F. oxysporum inibindo o
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desenvolvimento entre 20, 25% e acima de 50% do patdgeno. A sele¢cdo dos isolados com
taxas inibitorias inferiores a 50% foram baseadas em outras caracteristicas, como o perfil
morfoldgico do micélio, como é o caso do isolado RPT1 (ultima colina amarela do gréafico).
Embora tenha inibido apenas 22% do crescimento de F. oxysporum, apresentou um micélio

denso e cotonoso em comparagéo a outros isolados (Figura 11).

Control RPT1

Figura 11. Ensaio de prospeccdo de antibiose dos isolados contra o fungo F. oxysporum para o
isolado RPT1. Nota-se intensa diferenciacdo macromorfoldgica do fungo na presenca do isolado
bacteriano.

5.2 Ensaios de atividade antagonista a Colletotrichum lindemuthianum

Dos isolados (18) selecionados na prospeccdo quanto a atividade de antibiose a F.
oxysporum, deu-se prosseguimento na pesquisa sobre antagonismo por meio dos ensaios de
inibicdo direta, indireta por compostos volateis, indireta por compostos difusiveis e ensaio
inibicdo indireta do patdgeno apos verificacdo da termoestabilidade dos isolados contra C.
lindemuthianum cepa C89 (CIC89).

No ensaio de antagonismo direto contra C. lindemuthianum, 6 isolados apresentaram taxas
de inibicdo acima de 60%, outros 9 isolados inibiram entre 20 e 59%, e os outros 3 isolados

apresentaram atividade antifungica inferior a 19% (Figura 12).
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Figura 12. Avaliagdo da atividade antag6nica dos isolados por meio do ensaio de inibicao direta por
contra o crescimento micelial de C. lindemuthianum. As barras vermelhas destacam os 6 isolados que
inibiriam acima de 60% do crescimento micelial do patdégeno. As barras em amarelo destacam 4
isolados que inibiram 50 e 53% do crescimento micelial do patégeno. As barras em azul destacam os
isolados que atingiram inibices abaixo das faixas classificatorias observadas (< 60%).

Para o ensaio de antagonismo indireto mediado por compostos difusiveis, os mesmos 18
isolados foram averiguados. Ficou constatado que as taxas de inibi¢cdes variaram entre 45 e
97% (Figura 13), com destaque para alguns dos isolados que também tiveram elevadas taxas
de inibicdo por contato direto. A partir destes resultados, 10 isolados foram selecionados para
0s ensaios de antagonismo indireto por compostos volateis e pelo de termoestabilidade dos

isolados.
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Figura 13. Avaliacdo da atividade antagdnica dos isolados por meio do ensaio de inibig&o indireta por
compostos difusiveis contra o crescimento micelial de C. lindemuthianum. As barras vermelhas
destacam os 10 isolados que obtiveram os melhores resultados nos ensaios de inibi¢do direta e indireta
contra o crescimento micelial do patdégeno. As barras em azul destacam os isolados desconsiderados

das analises posteriores.

Os 10 melhores isolados selecionados até aqui foram entdo avaliados quanto sua
capacidade de produzir compostos volateis e a capacidade de inibir o patégeno apos resistir a
altas temperaturas. No ensaio de inibi¢do indireta por compostos volateis, todos os isolados
demonstraram baixa capacidade inibitoria. No geral as maiores inibi¢Ges ficaram entre 21 e
33% (Figura 14), demonstrando que tais compostos influenciam pouco no processo inibitério.
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Figura 14. Avaliacdo da atividade antagbnica dos isolados por meio do ensaio de inibi¢éo indireta por
compostos volateis contra o crescimento micelial de C. lindemuthianum. As barras vermelhas
destacam os 4 isolados que obtiveram os melhores resultados no ensaio. As barras em azul destacam

0s isolados que tiveram desempenho inferior a 20%.

No ensaio de termoestabilidade dos isolados, quase a totalidade dos isolados foram
afetados pelo tratamento térmico, demonstrando inatividade celular durante o periodo de 48h
para reativacdo das células. Apenas 1 isolado (RPT1) resistiu ao tratamento e ainda assim
apresentou alta eficiéncia inibitoria contra o desenvolvimento micelial do patégeno (Figura
15).
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Figura 15. Avaliacdo da atividade antagbnica dos isolados por meio do ensaio de inibic¢éo indireta por
meio do ensaio de termoestabilidade dos isolados contra o crescimento micelial de C.lindemuthianum.
As barras vermelhas destacam o Unico isolado (RPT1) a resistir ao tratamento térmico e inibir cerca

de 90% do desenvolvimento micelial do patégeno.

A partir dos 18 isolados bacterianos previamente obtidos a partir de plantas e solos da
regido do QF, foi realizada a selecdo do melhor antagonista pelos ensaios de inibicdo direta e
indireta contra Colletotrichum lindemuthianum. Apds criteriosa analise, 5 isolados (LR1, C23,
C74, RA4 e RPT1) foram selecionados pelos elevados percentuais de taxas inibitorias (Figura
16).
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Figura 16. Avaliacdo dos ensaios de inibicdo direta e indireta dos isolados contra o crescimento

B s? . it . .

micelial de C. lindemuthianum. Em (A) Inibigdo direta, no qual os isolados interagem diretamente com
0 patogeno. Em (B) Inibic&o indireta por compostos volateis, no qual os compostos volateis produzidos
pelos isolados interagem com o patdégeno. Em (C) Inibic&o indireta por compostos difusiveis, no qual
0s compostos produzidos em meio sélido interagem com o patégeno. Em (D) Inibicdo indireta ap6s
verificada termoestabilidade dos isolados, no qual os compostos produzidos pelos isolados ap6s serem
submetidos ao tratamento térmico (80°C — 5min), interagem com o patégeno. A= isolado bacteriano; T=
disco micelial do patégeno; NC= auséncia de isolado bacteriano e patégeno; ADM= meio s6lido contendo

compostos produzidos pelos isolados bacterianos.

No ensaio de inibi¢do direta contra C. lindemuthianum, os 5 isolados apresentaram taxas
de inibi¢do acima de 67%, o isolado RPT1 foi 0 que obteve a menor taxa de inibi¢do, enquanto
a melhor inibicdo foi verificada no isolado RA4 contra o patégeno (Figura 16). No ensaio de
inibicdo indireta por compostos ndo volateis difusiveis contra C. lindemuthianum, os 5
isolados apresentaram taxas de inibigdo acima de 75%, o isolado RA4 foi o que obteve a
menor taxa de inibi¢do neste ensaio, enquanto a melhor inibig&o foi verificada no isolado C23
contra o0 patégeno. No ensaio de inibicdo indireta por compostos volateis contra C.
lindemuthianum, os 5 isolados apresentaram taxas de inibicao entre 5 e 21%, o isolado LR1
foi 0 que obteve a menor taxa de inibicdo neste ensaio, enquanto a melhor inibicdo foi
verificada no isolado LR1 contra o patdgeno. No ensaio de inibi¢do indireta apds verificada a

termoestabilidade dos isolados contra C. lindemuthianum, os 5 isolados apresentaram taxas
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de inibicdo entre -11% e 90%, o isolado C23 foi 0 que obteve a menor taxa de inibig&o neste

ensaio, enquanto a melhor inibig&o foi verificada no isolado RPT1 contra o patégeno (Figura

17).
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Figura 17. Anélise das inibicBes nos diferentes ensaios realizados com os 5 isolados com maior

potencial de antagonismo ao patdgeno C. lindemuthianum.

Ao final dos ensaios de inibicao contra C.lindemuthianum, com os 5 melhores candidatos
a antagonistas, procedeu-se os ensaios visando avaliar a capacidade destes isolados em
promoverem o crescimento de plantas in vitro e in vivo, no feijdo comum (Phaseolus vulgaris
L.).
5.3 Ensaios para promogao de crescimento de plantas in vitro

No ensaio de solubilizacdo de fosfato, dos 5 isolados bacterianos avaliados 3 apresentaram
capacidade de solubilizar fosfato inorganico (PO,43~) em meio s6lido fosfato. Os microrganismos

que apresentaram halo transparente ao redor da col6nia foram considerados positivos e 0s que ndo

apresentaram halo foram considerados negativos para a solubilizacdo de fosfato (Figura 18).
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Figura 18. Ensaio de solubilizacdo de fosfato em meio solido fosfato. Em (A, B, C) os isolados LR1,
C23 e C74 nos quais o resultado foi positivo para solubilizac&o de fosfato. Em (D, E) os isolados RA4
e RPT1 nos quais o resultado foi negativo, ndo sendo possivel visualizar a formacdo do halo

transparente pelo método utilizado.

Para o ensaio de producdo de sideréforos, dos 5 isolados bacterianos avaliados, 2
apresentaram capacidade de produzir sideréforos, sendo C23, C74. O isolado LR1 nédo apresentou
producdo de sideroforos, enquanto os isolados RA4 e RPT1, ndo foi observado halo nenhum no
meio. Os microrganismos que apresentaram halo alaranjado ao redor dos isolados foram
considerados positivos e 0s que ndo apresentaram halo foram considerados negativos para a

producdo de sider6foros, como pode ser observado na Figura 19.
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Figura 19. Ensaio de producgéo de sideréforos em meio solido. Em (A) o isolado LR1, que apresentou
halo branco e por tanto, considerado negativo para produgdo de sider6foros. Em (B, C) os isolados
C23 e C74 nos quais o resultado foi positivo para producao de sider6foros. Em (D, E) os isolados RA4
e RPT1 nos quais o resultado foi negativo, ndo sendo possivel visualizar a formacdo do halo pelo
método utilizado.

5.4 Ensaios para promocao de crescimento de plantas em casa de vegetacéo in vivo

Os resultados obtidos ndo conseguiram ser conclusivos a respeito do potencial
biotecnologico dos isolados bacterianos como agentes de promocao do crescimento vegetal
in vivo. Foram selecionadas cinco bactérias LR1, C23, C74. RA4 e RPT1 para avaliar o efeito
destes microrganismos e seus metabdlicos em ensaios in vivo em casa de vegetagdo. Porém,
por dificuldades encontradas durante a instalacdo do experimento, as plantas num primeiro
momento apresentaram estiolamento, ocasionado pela auséncia de luz no periodo de
emergéncia (Figura 20). Na repeticdo do experimento, houve falhas no controle da umidade
no interior da casa de vegetacdo, resultando no excesso de agua e consequente encharcamento
dos recipientes, como resultado as plantas ndo emergiram, tornando a avaliagdo do

experimento invidvel (Figura 21).
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Figura 20. Ensaio de promocdo de crescimento vegetal, em plantas de Phaseolus vulgaris

apresentando estiolamento durante desenvolvimento em casa de vegetacao (1° ensaio).

Figura 21. Ensaio de promocdo de crescimento vegetal, em plantas de Phaseolus vulgaris
apresentando clorose, auséncia de germinagdo e encharcamento (lodo) durante desenvolvimento em

casa de vegetacdo (2° ensaio).
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5.5 lIdentificacdo das bactérias

Apenas 0s cinco isolados bacterianos (LR1, C23, C74, RA4 e RPT1), foram submetidos
ao sequenciamento parcial do gene 16s para identificacdo das especies. Os resultados do
sequenciamento parcial do gene 16s foram positivos para 3 dos 5 isolados sequenciados. O
isolado C23 foi identificado como pertencente ao género Pantoea, enquanto os isolados C74

e RA4 pertence ao género como Acinetobacter. (Quadro 2).

Quadro 2. Identificacdo dos isolados apds o sequenciamento 16S.

ID LAB ID 16S | Cobertura| P%ID Acession Género/Espécie
LR1 MD 44 - - - -
C23 MD 25 96,57% 100% LC498100.1 Pantoea sp.
C74 MD 29 99% 95,11% MKS75784.1 Acinetobacter sp.
RA4 MD 36 100% 94,79% MK165150.1 Acinetobacter sp.
RPT1 MD 45 84% 83,55% CP022427.1 Pantoea ananatis

5.6 Potencial de aplicacao dos isolados

Com o objetivo de compilar todos os resultados deste trabalho foi criada uma tabela que

permite identificar os isolados com maior potencial de aplicagdo (Tabela 1).

Tabela 1. Perfil dos isolados frente aos ensaios in vitro da atividade fisioldgica e antifingica contra

Colletotrichum lindemuthianum e Fusarium oxysporum

Inibicio Inibicio Inibicdo  Inibicao Inibicéo Producio
DIE ole Indireta Indireta Indireta Solubilizacéo ¢
Isolado Direta Direta ifusivei latei L d P de
Fusarium CIC89 Difusiveis Volateis Termoestaveis e Fosfato Sideréforo
CIC89 CIC89 CIC89
LR1 51% 79% 86% 21% -8% + -
C74 51% 81% 97% 7% -11% + +
Cc23 25% 83% 99% 20% -8% + +
RA4 23% 84% 75% 10% -3% - -
RPT1 22% 67% 93% 5% 90% - -

* |solados selecionados para o0 ensaio in vivo em casa de vegetacao; (-) resultado do ensaio negativo; (+) resultado
do ensaio positivo; Fusarium oxysporum; CIC89= Colletotrichum lindemuthianum.
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6. DISCUSSAO

6.1 Avaliacdo do potencial antagbnico a plantas e de promocgé&o de crescimento

vegetal

A Dbusca por controladores bioldgicos contra agentes fitopatogénicos tem sido uma
constante (Zehnder et al., 2001). Neste trabalho analisamos a capacidade de inibicdo de 62
isolados bacterianos (Caneschi et al., 2018) obtidos partir de plantas e solos da regido do QF

em atuarem como controladores bioldgicos de Colletotrichum.

Inicialmente os ensaios de inibicdo foram conduzidos tendo como alvo Fusarium, agente
causal da fusariose que afeta distintas culturas agricolas, ocasionando prejuizos severos
(Torres, 2000). O ensaio de antibiose direta contra este alvo revelou que as bactérias do QF
foram capazes de induzir reducdo no crescimento do fungo com taxas variando entre 20 e 60%
em meio de cultura. Apesar de ndo serem as melhores inibicdes para controle efetivo do
patdgeno os resultados apresentados neste trabalho se equiparam a outros trabalhos.
Gongalves e colaboradores, (2017) em seu estudo utilizando isolados bacterianos extraidos do
rizoplano de solos agricolas e sob vegetacao nativa do cerrado, obtiveram inibi¢des entre 50-
60% no crescimento do patdégeno. Mnasri e colaboradores, (2016) ao estudarem o
antagonismo promovido por fungos e bactérias obtidos de raizes de trigo e cevada contra a
murcha no tomate, obtiveram reducdo entre 30 a 65% no desenvolvimento micelial do
patdégeno quando comparados aos respectivos. Estudos realizados por Singh e colaboradores
(1999), descrevem o sucesso em suprimir a murcha do pepino entre 64 e 71%, causada por
Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum, ao utilizarem duas cepas bacterianas Paenibacillus
sp. e Streptomyces sp. fato que nos abre novos leques para o futuro da pesquisa ao se combinar
duas ou mais cepas bacterianas, afim de obter melhores resultados contra Fusarium. Proposta
esta que abre oportunidade para novos ensaios combinando as melhores cepas (C23 e LR1)

capazes de inibir Fusarium descritas neste trabalho.

A partir dos 18 isolados bacterianos que apresentaram taxas de inibi¢do entre 20 e 60%
contra Fusarium, ensaios para analise do potencial antagbnico ao fungo fitopatogénico
Colletotrichum lindemuthianum foram conduzidos. A selecdo deste alvo deu-se pela
importancia da doenca e pela auséncia de produtos microbiolégicos no mercado para atender

a demanda crescente por tecnologias alternativas e ambientalmente menos danosas. A
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antracnose € uma doenca de destaque na queda da producdo de feijdes por todo o mundo
(Padder; Sharma, 2010), o que agrega valores aplicaveis aos achados descritos neste trabalho.

Dos ensaios realizados para avaliar o antagonismo contra Colletotrichum lindemuthianum,
percebeu significativa diferenca entre os diferentes métodos utilizados neste estudo, o que
corrobora uma série de trabalhos descritos na literatura com o mesmo propoésito de busca de
novos controladores a Colletotrichum. Teixeira e colaboradores (2010) obtiveram resultados
similares ao confrontar isolados bacterianos isolados de solo contra os fungos fitopatogénicos,
C. lindemuthianum, S. sclerotiorum e F. solani. Em seus resultados o melhor isolado foi capaz
de inibir o desenvolvimento dos patdgenos entre 61 e 97% e o isolado 73 demonstrou inibi¢éo
de 94% ao ser confrontado contra C. lindemuthianum e Pythium spp., apresentando médias de
inibicbes de 94,4% e 47,9% respectivamente. Estudos similares conduzidos por Girish, 2018,
rastrearam cerca de seis cepas bacterianas, obtidas do banco de colecdo microbiana do
Instituto de Tecnologia Microbiana (IMTECH) em Chandigarh, india, das quais duas
pertencentes ao género Bacillus e Pseudomonas, que apresentaram atividade antifungica
significativa contra os dois fungos dos géneros relatados neste trabalho, sendo a espécie
Colletotrichum falcatum e Fusarium moniliforme. O que corrobora com a nossa hipétese na
qual os isolados poderiam ser antagonistas de ambos os fungos utilizados em nosso estudo.
Gholami e colaboradores,( 2013) ao avaliarem isolados bacterianos oriundos de raizes de
plantas obtiveram inibicOes de até 76% da taxa de crescimento do fungo em campo. Indicando

0 possivel uso de isolados bacterianos como agentes de biocontrole.

Sileshi e colaboradores, (2014) obtiveram resultados contrastantes aos obtidos neste
trabalho ao confrontarem fungos e bactérias antagonistas contra C. lindemuthianum, no
estudo, os efeitos antagbnicos de bactérias do género Pseudomonas foi de cerca de 40%, fato
que releva a importancia de nossos candidatos a antagonistas, visto que obtemos inibicdes de

até 90% utilizando os isolados bacterianos do QF.

Nos ensaios por inibicdo indireta, as inibicbes por compostos volateis foram pouco
significativas atingindo maximo de 15% de taxa de inibi¢do, demonstrando que a inibicao
observada no ensaio por contato direto ndo foi mediada por estes compostos. Padder e
colaboradores (2011) em seus estudos obtiveram potencial inibidor promovido por compostos
volateis significativo quando comparados aos resultados deste trabalho, cerca de 55,98%

utilizando o fungo Trichoderma viride no controle de C. lindemuthianum. A justificativa para
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esta discrepancia no potencial de inibigcdo pode estar ligada ao fato de os autores terem usado
um fungo como controlador, enquanto este trabalho focou no controle mediado por bactérias.

Apesar desta baixa inibicdo mediada por compostos volateis, por compostos difusiveis as
taxas de inibicdo foram bastante elevadas, variando entre 75 e 99% para os 5 isolados
selecionados. Adicionalmente, o ensaio visando avaliar a inibi¢&o por isolados termoestaveis
demonstrou que a bactérias antagonista RPT1 mostrou-se ser termdfila e ainda manteve sua
capacidade em produzir compostos com antagonicas, que ao serem difundidos em meio
solido, tiveram a capacidade de inibir o patdgeno. Fato que demonstra a importancia em
estudar microrganismos de ambientes extremos, assim como suas potencialidades
biotecnoldgicas, devida as pressdes de selecGes e resisténcia adquiridas por estes

microrganismos ao longo da historia.

Dos ensaios de promocdo de crescimento vegetal in vitro, os isolados selecionados
previamente , LR1, C23 e C74 obtiveram bons desempenhos na solubilizacéo de fosfato, fato
que os coloca evidencia, visto que, Nahas (2002) descreve em seu estudo sobre a pouca
disponibilidade de microrganismos na rizosfera que possuem a capacidade de disponibilizar
fosfato para as plantas, segundo o qual, cerca de 5 a 10% da microbiota total dos solos

possuem essa capacidade.

Bactérias solubilizadoras de fosfato quando estdo associadas a microrganismos benéficos
ao solo melhoram o crescimento das plantas, contribuindo pelo aumento da produtividade.
Dentre os mecanismos estdo: a mineralizacdo de nutrientes, pela solubilizacdo de fosfatos
minerais, ainda podem atuar como agentes quelantes de ferro e também produzirem
hormdnios de crescimento como auxinas e giberelinas (Barbosa; Silveira; Leal, 2017). Chabot
e colaboradores, (1996) chegaram a conclusdo da solubilizacdo de fosfato ser um bom
mecanismo de promoc¢do de crescimento de plantas ao avaliarem o efeito de BPCP de
bactérias no desenvolvimento de alface e milho, em solo fértil e muito fértil, devido ao

aumento da disponibilidade do nutriente para as plantas.

De acordo com Ullah e colaboradores (2015), as bactérias podem melhorar o crescimento
das plantas por meio da fixag&o de nitrogénio, assim como atividades enziméticas ou produgédo
de substancias como sider6foros e agentes quelantes, segundo o estudo, as bactérias
solubilizantes de fosfato e aquelas que produziram sideréforos, alem de melhorarem o

crescimento das plantas, podem transformar metais pesados em formas solUveis e
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biodisponiveis. Estes resultados corroboram tal estudo, de modo que, 2 dos cinco isolados
avaliados apresentaram tanto a caracteristica de producdo de sideroforos e 3 isolados

apresentaram a caracteristica de solubilizar fosfato, alguns até ambas caracteristicas.

Felestrino e colaboradores (2017) em seu estudo visando analisar a diversidade de bactérias
Associadas a planta Langsdorffia hypogaea, no qual dos 81 isolados obtidos, 62 produziram
siderdforos, resultado diferente dos obtidos em nosso estudo, mas evidencia a adaptacdo das
plantas do Quadrilatero Ferrifero, assim como suas potencialidades. Padder e colaboradores
(2011) ao avaliar as atividades antifungicas de bioagentes e fungicidas que pode ser usado
para controlar a antracnose do feijdo, avaliaram que dos microrganismos utilizados, todos os
antagonistas os bioagentes produziram sideroforos capazes de inibir o crescimento de micélios
do patogeno, o que indica a relacdo entre antagonismo e producdo de siderdforos. Fato
evidenciado em nosso estudo, 0 que nos recorre a este como um dos possiveis mecanismos

utilizados por nossos isolados dentre o0s outros que ainda precisam ser compreendidos.

Embora os resultados de promocdo de crescimento vegetal in vivo tenham sido
inconclusivos, devido as caracteristicas observadas in vitro, a hipotese de promocdo de
crescimento de plantas e potencial agente de biocontrole ainda é vista como promissora como
objetivos de estudos futuros. Andreote e colaboradores, (2014) descreve que a microbiota em
interacdo com a rizosfera desempenha fungGes importantes na regulacdo fisiolégica das
plantas, essa interacdo segundo ele, ocorre por meio da biodisponibilizac&o de nutrientes e por
meio do controle de microrganismos patogénicos distribuidos no rizoplano, dentre os
mecanismos coordenados por estes microrganismos, a promocao de crescimento através da
producdo de fitohorménios, producdo de sider6foros e solubilizacdo de fosfato, fato que
corrobora nossa hipotese sobre o potencial destes microrganismos ainda pouco estudados.

6.2 ldentificacdo das bactérias

Os resultados do sequenciamento parcial do gene 16s indicaram que os isolados C23 e
RPT1 pertencem ao género Pantoea. Bactérias deste género fazem parte de um grupo de
isolados encontrados em diversos nichos ecoldgicos, apresentam geralmente pigmentacao
amarela ou bege e mobilidade, sdo endofiticos ndo patogénicos de plantas (De Maayer et al.,
2012). Além disto, podem ser considerados como bons promotores de crescimento vegetal
contribuindo por meio da producdo de hormdnios acido indol-acetico (IAA) e solubilizacéo
de fosfato (De Maayer et al., 2012). Estudos demonstram a capacidade de cepas de Pantoea
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em proteger as plantas contra véarias doencas incluindo bacterioses em plantas, doencas
fangicas e podridGes pos-colheita de frutas (De Maayer et al., 2012; Smits et al., 2011). Fato
que corrobora com nossos resultados, pois o isolado C23 apresentou tanto a capacidade de
solubilizar fosfato quanto de produzir sideréforos, embora o isolado RPT1 ndo obteve o
mesmo desempenho nos ensaios avaliados, entretanto os dois isolados tiveram alto potencial
antagoénico verificado em seus compostos pelo ensaio de inibig¢do indireta por compostos néo

volateis difusiveis e pelo ensaio de inibicdo direta.

Os outros dois isolados identificados, C74 e RA4, pertencem ao género Acinetobacter. Este
género tem como caracteristica a presenca de bacilos Gram-negativos, estritamente aerdbios,
ubiquos, ndo fermentadores de glicose, com a presenca de fimbrias que promovem mobilidade
negativas, catalase positiva, oxidase negativa, apresentam ainda colénias mucoides quando as
células sdo encapsuladas. Tem como temperatura 6tima para desenvolvimento entre 20 e 37°C
e um 6timo de temperatura entre 33 a 35°C. Frequentemente sdo saprofitas, e podem ocorrer
naturalmente no solo, &gua, esgoto e alimentos como vegetais crus, assim como na pele e no
trato respiratorio humano (Juni. E, 2015). Estudos demonstraram que bactérias do género
Acinetobacter, promoveram inibicdo de até 49% ao serem confrontadas contra Fusarium
oxysporum, resultados que colaboram com os encontrados neste estudo (Ks; Jahagirdar; Dn,
2018), ao serem confrontados contra Fusarium, o isolado C74 promoveu inibi¢éo de 51% no
desenvolvimento micelial do patégeno, fato contrastante foi obtido com o isolado RA4 que
inibiu 23% do patégeno. Em contrapartida, ao serem utilizados contra C. lindemuthianum
ambos os isolados demonstraram alta capacidade inibitéria pelo mesmo ensaio realizado
anteriormente contra Fusarium, atingindo inibicdo de 81 e 84% respectivamente, para C74 e
RA4, o que evidencia o potencial destes isolados em inibirem o desenvolvimento micelial de

fungos patogénicos.

Apesar dos resultados de sequenciamento ndo terem sido satisfatdrios para o isolado LR1,
outras tentativas de sequenciamento serdo conduzidas para que Se possa ter uma certeza a que
género o isolado pertence, permitindo assim outras abordagens metodoldgicas de investigacdo

de seu potencial.
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CONCLUSOES

O ecossistema do Quadrilatero Ferrifero, representado neste estudo por microrganismos de
solo e plantas, tem com este trabalho retratado pela primeira vez o antagonismo e a promocao

de crescimento vegetal in vitro.

Dos 62 isolados bacterianos avaliados, 18 foram capazes de inibir Fusarium entre 20, 25 e
acima de 50%

5isolados: LR1, C23, C74, RA4 e RPT1, inibiram entre 75 e 90% do fungo Colletotrichum

lindemuthianum

3 (LR1, C23 e C74) apresentaram capacidade de solubilizar fosfato inorganico (PO,37) em

meio solido fosfato
2 (C23, C74), apresentaram a capacidade de produzir sideréforos

Os isolados C23 e C74 apresentaram os melhores resultados nos ensaios realizados, e por

tanto, sdo os isolados com melhor potencial biotecnologico

Foi possivel identificar 2 géneros, dos isolados avaliados: Pantoea e Acinetobacter.
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PERSPECTIVAS
Estudos mais avangados seréo realizados, visando confirmar a capacidade dos isolados em
promover o antagonismo a fungos de interesse agricola assim como a promog¢do do

crescimento vegetal.

» Ensaio em casa de vegetacdo com inoculacdo em diferentes estadios de

desenvolvimento da planta;
» Ensaio a campo para observar a adaptacdo a microbiota existente;
» Testar a atividade antifingica para o Colletotrichum lindemuthianum in vivo;
» Testar isolados em outras culturas;

» Analisar os extratos organicos do isolado selecionado por diferentes métodos

cromatograficos;
» Caracterizar a capacidade antagbnica destes isolados por meios de ensaios bioquimicos;

» Obter extratos organicos do isolado selecionado com diferentes solventes;
Testar a antibiose frente ao Colletotrichum lindemuthianum causador da antracnose no

feijoeiro, in vivo;

» Avaliar a capacidade destes isolados de atuarem como promotores de crescimento em

plantas de interesse agricola.

Esperamos ainda, publicar um artigo destacando os resultados apresentados, colocando em
evidéncia a experiéncia da equipe e capacidade do laboratério, como os pioneiros dentro da
Universidade a conduzir de um trabalho voltado para area agricola, nas dependéncias da
instituicdo, utilizando microrganismos do QF. Parte destas atividades serdo finalizadas
durante meu estagio doutoral na UFOP, junto ao PPG Biotecnologia e sob orientacdo do prof.
Leandro Marcio Moreira.
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