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RESUMO

Bactérias promotoras de crescimento ja sdo utilizadas como ferramentas para uma
producdo agricola sustentavel no Brasil, embora de forma ainda timida quando comparado a
paises da Europa. O mercado é dominado por inoculantes de bactérias fixadoras de nitrogénio,
seguido por defensivos de origem microbioldgica, 0 que ndo alcanca todo o potencial dessa
ferramenta no que diz respeito as questdes mercadoldgicas e ambientais do setor agricola
mundial. O uso de microrganismos promotores de crescimento na agricultura satisfaz uma
demanda crescente por produtos agricolas de menor impacto ambiental e menor risco a saude
humana, quando comparado aos métodos tradicionais. A soja se destaca como uma das culturas
de maior importancia na economia do Brasil, sendo a ferrugem asiatica da soja, causada pelo
fungo Phakopsora pachyrhizi, a doenga mais importante da cultura, com alto custo anual de
controle e alta capacidade destrutiva devido a grande severidade e alta taxa de sobrevivéncia
do in6culo em campo. Bactérias promotoras de crescimento apresentam como um de seus
mecanismos de promocdo indireta, a capacidade de exercer controle biolégico das doencas,
através da producdo de compostos bioativos antifungicos que impedem a germinacdo das
estruturas reprodutivas do patogeno, prevenindo ou atrasando a infec¢éo pelo patdgeno, o que
culmina na reducéo da severidade da doenca.

Palavras-chave: ~BPCP. Biosurfactantes. Phakopsora pachyrhizi. Glycine max.
Bioestimulantes.



ABSTRACT

Bacteria that promote plant growth are already used as tools for sustainable agricultural
production in Brazil, although still in a timid way when compared to European countries. The
market is dominated by inoculants of nitrogen-fixing bacteria, followed by pesticides of
microbiological origin, which does not reach the full potential of this tool with regard to market
and environmental issues in the world agricultural sector. The use of growth-promoting
microorganisms in agriculture satisfies an increasing demand for agricultural products with less
environmental impact and less risk to human health when compared to traditional methods. Soy
stands out as one of the most important crops in the economy of Brazil, being Asian soybean
rust, caused by the fungus Phakopsora pachyrhizi, the most important disease in the crop, with
high annual cost of control and high destructive capacity due to great severity and high rate of
inoculum survival in the field. Growth-promoting bacteria have as one of their indirect
promotion mechanisms the ability to exercise biological control of diseases through the
production of bioactive antifungal compounds that prevent the germination of the pathogen's
reproductive structures, preventing or delaying infection by the pathogen, which culminates in
reducing the severity of the disease.

key words: PGPB. Biosurfactants. Phakopsora pachyrhizi. Glycine max. Biostimulants.
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1 INTRODUCAO

Diversos microrganismos sdo conhecidos pela intima associagcdo com plantas, podendo
exercer efeito benéfico, neutro, variavel ou deletério (BAREA, 2015). Bactérias promotoras de
crescimento em plantas (BPCP) estdo entre 0s microrganismos capazes de exercer efeitos
benéficos atraves de diversos mecanismos, que podem ser diretos: (1) Solubilizagdo de fosfato
no solo; (2) Fixacdo de nitrogénio; (3) Producdo de sideroforos; (4) Producdo de hormonios;
(5) Producao de enzimas (ACC desaminase), ou indiretos: (1) Controle biologico de patdgenos
e pragas; (2) Alivio do estresse abidtico (BHARTI; BARNAWAL, 2019; LOBO; JUAREZ
TOMAS; VIRUEL; FERRERO et al., 2019).

A promocao de crescimento de plantas mediada por BPCP ndo pode ser atribuida a
apenas um dos mecanismos descritos, pois 0s mesmos, podem ocorrer de forma simultanea ou
sequencial, onde o incremento observado nas caracteristicas agrondmicas observadas se da pela
somatdria dos efeitos de cada mecanismo presente. Diversos géneros de bactérias como:
Pseudomonas, Azospirillum, Bacillus, Pantoea, Burkholderia, Rhizobium e Enterobacter ja
foram atribuidos a um ou mais mecanismos de promocao de crescimento em plantas (AHMAD;
AHMAD:; HILGER; NADEEM et al., 2018; ANDRADE; PEREIRA; SOUZA; GUIMARAES
etal., 2019; BATISTA; LACAVA; FERRARI; TEIXEIRA-SILVA et al., 2018; MARTINEZ-
VIVEROS; JORQUERA; CROWLEY; GAJARDO et al., 2010).

Com a crescente demanda por produtos agricolas de menor impacto ambiental, o uso de
BPCP, associado a outras ferramentas integradas de manejo de culturas, acompanha essa
demanda, tornando promissor o uso das BPCP em culturas de alto valor econémico.

Diante do papel promissor do uso de BPCP em culturas de alto valor, se destaca a cultura
da soja (Glycine max L.), que atualmente é um dos elementos mais fortes da economia do Brasil,
gue ocupa a posicao de maior produtor do grdo, com producédo de 122,647 milhdes de toneladas
e uma area plantada de 36,950 milhdes de hectares (EMBRAPA, 2020).

Dentre os principais fatores que limitam a exploracdo méaxima do potencial produtivo
da soja, as doencas, sejam elas causadas por virus, bactérias, fungos ou nematoides, sao
responsaveis pela maior parte do dano econémico. A ferrugem asiatica da soja, causada pelo
fungo Phakopsora pachyrhizi Sydow é a principal doenca da cultura, e o cultivo ininterrupto
da soja em areas irrigadas, ou ndo, associado a presenca continua de plantas hospedeiras,
incluindo a soja na entressafra, fazem dessa doenga uma ameaga continua (YORINORI;
PAIVA, 2002).
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Os primeiros indicios da ocorréncia da ferrugem se d&o pelo aparecimento de pequenos
pontos de coloragdo mais escura que o tecido sadio e aproximadamente 1 mm de diametro,
vistos na face adaxial da folha (EMBRAPA, 2013). Ap6s um periodo latente, sob tais pontos,
sdo formadas as estruturas de reproducdo assexuada, as urédias, que dardo origem aos
ureddsporos inicialmente de coloragdo hialina, mas que se tornam amarronzados e se acumulam
na abertura do poro para serem carregados pelo vento. Enquanto a esporulagdo progride, o
tecido foliar ao redor das primeiras urédias adquire coloracdo castanho-claro nas chamadas
lesGes do tipo ‘tan’ (bronzeado) devido ao seu aspecto amarronzado (BROMFIELD, 1984). A
perda de &rea fotossintética devido ao rapido amarelecimento e/ou queda prematura de folhas,
prejudica a plena formacéo dos gréos, afetando diretamente a produtividade. Desde os primeiros
relatos, ao final da safra de 2001, epidemias da doenca foram detectadas em diversas regides
do Brasil, com perdas que chegaram a 70% (COSTAMILAN; CARRAO-PANIZZI;
STRIEDER; BERTAGNOLLI, 2012). Nas dltimas safras, apesar da incidéncia precoce, a
ferrugem ndo evoluiu devido as condi¢cdes ambientais desfavoraveis ao patdégeno, porém, o
controle da doenca compromete até 20 % da receita anual das lavouras no Brasil, com custo
anual aproximado de 2,8 bilhdes de ddlares (CONSORCIO-ANTIFERRUGEM, 2019).

O controle da ferrugem da soja ocorre por uma série de procedimentos adotados em
conjunto, quando ja se nota os sinais do patégeno na area. O controle quimico é o método mais
difundido, mas outras medidas para reduzir os prejuizos causados pela doenga podem ser
aliadas. Estas consistem na utilizacdo de cultivares mais precoces, semeadas no inicio da época
recomendada para cada regido; evitar um periodo de semeadura muito prolongado; vistoria
constante das lavouras e rotacdo de culturas com espécies ndo hospedeiras do patdégeno
(YORINORI; PAIVA, 2002). H& uma tendéncia crescente na procura por novos metodos de
controle de doencas em plantas, seja buscando reduzir os danos ambientais causados pelos
métodos tradicionais, ou buscando retardar o aparecimento de populacdes resistentes do
patdégeno causado pela utilizacdo indiscriminada de defensivos sintéticos, ou ainda, pela
preocupacdo acerca dos cultivos organicos, nos quais o Brasil vem se destacando. Produtos
alternativos que sirvam como defensivos e causem menores danos ao ambiente, sejam estes
sintéticos ou naturais vém acompanhando essa tendéncia, o que inclui os diversos
biofertilizantes, caldas, 6leos essenciais e 0s agentes de biocontrole disponiveis atualmente no
mercado (FERNANDES, 2000).

O controle de doengas em plantas utilizando agentes microbianos, como bactérias, ja é
amplamente utilizado, sendo considerado uma alternativa promissora aos defensivos
tradicionais (ZOUARI; MASMOUDI; MEDHIOUB; TOUNSI et al., 2020). O género Bacillus
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é um dos géneros mais comuns de bactérias gram-positivas capazes de utilizar diversas fontes
de carbono para seu crescimento (PANDA; BISHT; DE MANDAL; SENTHIL KUMAR et al.,
2014; ZOUARI; MASMOUDI; MEDHIOUB; TOUNSI et al., 2020) sdo aerdbicas estritas e
formadoras de enddsporos resistentes a alta temperatura, presséo e radiacdo, servindo como
esporos de resisténcia das bactérias em ambientes e situagdes indspitos (IZUMI; FUJIFURU;
OKADA; TAKAI et al., 2016). Algumas espécies de Bacillus sdo conhecidas por sua eficiéncia
no controle de doencas em plantas, e comp&em formulacdes comerciais de fungicidas de origem
bioldgic,a como o Serenade®, que contém B. subtilis, e Sonata®, com B. pumilus. Além destes,
B. thuringiensis, B. formosus e B. amyloliquefaciens se destacam como espécies importantes
devido a aplicabilidade dos seus efeitos antifungicos e antibacterianos no controle bioldgico de
doencas em plantas (ALBAYRAK, 2019; EDWARDS; SEDDON, 2001). Bactérias do género
Bacillus, e grupos filogeneticamente préximos, sdo capazes de produzir complexas misturas de
substancias anfipaticas conhecidas como biosurfactantes, compostas por acidos graxos apolares
ligados aum radical polar na extremidade. Os biosurfactantes afetam a integridade das
membranas plasmaticas de diferentes microrganismos, incluindo fungos, estando diretamente
ligados a capacidade das bactérias em controlar diversas doencas, como mofo-cinzento
(Botrytis cinerea), antracnose (Colletotrichum gloeosporioides), pinta-preta (Alternaria solani)
(AGROFIT, 2019b). O principio de controle explorado em fungicidas de origem
microbiolégica como Serenade®, é a interacdo dos lipopeptideos, enquanto moléculas
anfipaticas, com a membrana celular das estruturas reprodutivas e de resisténcia do patdgeno,
ocasionando perda na conformacao, funcionalidade além de rupturas. Além disso, a presenca
do antagonista estabelece competicdo direta com o patégeno, por espaco e nutrientes na
superficie vegetal e na rizosfera (AGROFIT, 2019a).

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a competéncia de bactérias promotoras
de crescimento pré-selecionadas em controlar a ferrugem asiatica da soja, e confirmar a
presenca de mecanismos de promocao de crescimento diretos para cada um dos microrganismos

avaliados.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aculturadasoja

A soja (Glicine max L.) é uma leguminosa (Fabaceae) originaria da Asia, mais
especificamente na China e no Japdo. E mundialmente utilizada na alimentagdo humana e
animal devido a qualidade e o teor de suas proteinas e lipideos, que correspondem por
aproximadamente 40 e 20% respectivamente, se destacando entre 0s grdos como a cultura de
maior potencial de produgdo de uma proteina de baixo custo (CLEMENTE; CAHOON, 2009;
DUBEY; KUMAR; ABD-ALLAH; HASHEM et al., 2019).

O Brasil ocupa a posicao de maior produtor mundial do grdo, com uma area plantada de
36,950 milhdes de hectares e producdo de 122,647 milhdes de toneladas do gréo, o que ainda
ndo reflete a totalidade do potencial produtivo do setor no pais, que é limitado por diversos
fatores, incluindo a incidéncia de doencas. Devido a importancia econdmica da soja e ao
potencial destrutivo da ferrugem, parcerias publico-privadas como o Consorcio Antiferrugem
foram criadas, buscando unir forcas no combate a doenca que vem causado prejuizo nas
diversas regides produtoras de soja no Brasil (CONSORCIO-ANTIFERRUGEM, 2019;
EMBRAPA, 2020).

A soja como cultura, é suscetivel a uma infinidade de doencas que podem afetar a
produtividade no Brasil, tais como: virus do mosaico, podridao radicular (Rhizoctonia solani),
mancha-parda (Septoria glycines), crestamento foliar ou cercosporiose (Cercospora kikuchii) e
oidio (Microsphaera difusa). Apesar de numerosas, as doencas variam na incidéncia e
importancia a depender da regido de cultivo (GODOY, 2017; WRATHER; SHANNON;
BALARDIN; CARREGAL et al., 2010)

2.1 A ferrugem asiatica da soja

A ferrugem asiatica da soja, causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi, € uma das
doencas mais importantes da cultura, sendo um problema grave na Asia (centro de origem)
durante décadas. Foi identificada também na Africa, em 1997, e, nas Américas, em 2001
(RUPE; SCONYERS, 2008). Foi relatada pela primeira vez no Brasil em 2001, onde desde
entdo, a preocupacdo com as perdas causadas pela doenca sdo constantes (GODOY; SEIXAS;
SOARES; MARCELINO-GUIMARAES et al., 2016).
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Os primeiros sintomas decorrentes da infec¢do por P. pachyrhizi se iniciam como
pequenas pontuacdes marrom-avermelhadas na face abaxial das folhas. As lesbes em si
permanecem pequenas (2-5mm), mas seu numero cresce a medida que a doenca progride.
PuUstulas chamadas urédias se formam nessas lesfes, de onde sdo expelidos os ureddsporos,
estrutura reprodutiva do fungo, de coloracdo levemente amarelada a hialina, e aspecto
equinulado e ornamentado. A medida que mais pustulas vio se formando, a area afetada vai se
tornando amarelada, resultando em perda de area fotossintética e em perdas de produtividade
de 30% a 80%. A perda esta diretamente relacionada a distribuicdo temporal da doenca e o quéo
répido ela progride, a depender de fatores climéaticos como temperatura (10 a 27,5 °C, 6tima
entre 20 e 23 °C), umidade do ar e molhamento foliar (BROMFIELD, 1984; MELCHING,;
DOWLER; KOOGLE; ROYER, 1989; RUPE; SCONYERS, 2008)

No Brasil, no inicio dos anos 2000, o desconhecimento acerca da existéncia da doenca
e falta de fungicidas para controle foram os grandes responsaveis pelo alto volume de perdas
de produtividade, que foi estimada em 4,6 milhdes de toneladas do grdo. Ap6s a chegada da
doenca no Brasil, esforcos foram concentrados para reunir e aplicar os conhecimentos e
tecnologia disponiveis para o controle da doenca. Gragas aos esfor¢os da iniciativa publica e
privada, as perdas na produtividade em decorrer da doenga minimizaram. Porém, a dependéncia
de fungicidas para controle foi intensificada. Atualmente, 0 manejo da ferrugem asiatica da soja
custa em média 2,8 bilhdes de ddlares ao setor (CONSORCIO-ANTIFERRUGEM, 2019).

Além do controle quimico, estratégias de manejo como vazio sanitario, que consiste na
remocao total da cultura e de plantas hospedeiras alternativas do campo, por um periodo de 90
dias, visa reduzir a quantidade inicial do in6culo. Tais medidas podem ser prejudicadas
principalmente pela facil dispersdo dos ureddsporos pelo ar (GODQY; SEIXAS; SOARES;
MARCELINO-GUIMARAES et al., 2016).

2.2  Bactérias promotoras de crescimento em plantas
2.2.1 Definicdo e principais géneros

O solo, além de ser o substrato para crescimento das plantas e uma grande reserva de
nutrientes para as mesmas, é também um ecossistema complexo repleto de microrganismos,

nas quais as bactérias s3o o grupo mais abundante, com valores entre 10% — 10° células por
grama de solo (SCHOENBORN; YATES; GRINTON; HUGENHOLTZ et al., 2004).
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Independentemente do numero em que se encontram, bactérias podem afetar as plantas
de trés maneiras diferentes, podendo ser de forma benéfica, neutra ou deletéria. As que
influenciam positivamente o crescimento das plantas sdo as denominadas bactérias promotoras
de crescimento em plantas (BPCP), que podem ser de vida livre, associadas, endofiticas ou até
mesmo formarem relagdes de simbiose com plantas. Independentemente do tipo de relagdo com
a planta, as bactérias promotoras de crescimento influenciam o crescimento da planta atraves
dos mesmos mecanismos, que podem ser diretos ou indiretos, e podem ocorrer de forma
simultanea resultando num efeito cumulativo dos mecanismos que séo traduzidos na promogéo
de crescimento mensuravel, como: aquisicdo de nutrientes, acimulo de biomassa, teor de
pigmentos, atividade de enzimas ligadas a toler&ncia, & estresse e severidade de doengas
(GLICK, 1995; 2012; SCHIRAWSKI; PERLIN, 2018)

Historicamente, as bactérias do género Rhizobium sdo as mais estudadas e
comercializadas quando se fala em promocdo de crescimento em plantas, porém, diversos
outros géneros tém se tornado importantes devido a presenca de mais de um mecanismo
simultaneamente, como por exemplo, bactérias dos géneros: Agrobacterium, Azospirillum,
Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Delfitia, Paenobacillus, Pantoea, Pseudomonas, Serratia
e Streptomyces (BATISTA; LACAVA; FERRARI; TEIXEIRA-SILVA et al., 2018; GLICK,
2012; RAMAKRISHNA; YADAV; LI, 2019).

Embora as espécies conhecidas dotadas de mecanismos de promocéo de crescimento
sejam abundantes, seu uso como linha de frente no manejo de culturas ainda € timido nas
maiores poténcias agricolas do mundo, incluindo no Brasil. Para que esse mercado se torne
mais atrativo, diversos pontos devem ser muito bem esclarecidos: (1) Determinar 0s
mecanismos mais importantes e de maior impacto na produtividade; (2) Obter uma consisténcia
no que diz respeito a regulacdo dos microrganismos que podem ser utilizados, tendo em vista o
ponto de vista ambiental; (3) Selecdo das estirpes otimizadas para cada condicdo ambiental; (4)
Desenvolvimento de tecnologias de formulagdo e aplicacdo, visando diminuir as perdas de
viabilidade no armazenamento e na aplicacdo do principio ativo (GLICK, 2012; LEE; LUR;
LO; CHENG et al., 2016; LOBO; JUAREZ TOMAS; VIRUEL; FERRERO et al., 2019;
RAMAKRISHNA; YADAV; LI, 2019; SOUZA; AMBROSINI; PASSAGLIA, 2015)
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2.2.2 Mecanismos diretos

Diversas sdo as formas pelas quais os microrganismos podem afetar positivamente o
metabolismo e crescimento vegetal, atraveés de uma relacdo que varia desde a colonizacéo da
rizosfera até uma simbiose completa. Tais mecanismos podem ser classificados como diretos
ou indiretos. Os mecanismos diretos sdo observados como efeito imediato dos microrganismos
ou de seus metabodlitos no metabolismo vegetal, através do fornecimento de compostos
essenciais (OLANREWAJU; GLICK; BABALOLA, 2017).

2.2.2.1 Fixacdo bioldgica de nitrogénio

Um dos nutrientes mais limitantes para o crescimento vegetal e, consequentemente,
para a producéo agricola, é o nitrogénio (WANG; LAW; PAK, 2010), que apesar de abundante
a biosfera, encontra-se em sua maior parte na forma de N2, sua forma molecular e inerte, sendo
necessario a incorporacao do nitrogénio molecular em um composto organico através da
fixacdo, que é essencial para o fluxo desse nutriente ao longo da cadeia tréfica
(SHABANAMOL,; DIVYA; GEORGE; RISHAD et al., 2018)

Uma das formas de incorporacdo desse elemento em moléculas organicas se da pela
acdo da enzima nitrogenase, em uma reagdo sensivel a presenca de oxigénio e dependente de
input energético (GABY; BUCKLEY, 2011). A Enzima nitrogenase pode ocorrer em 3
isoformas, a depender do metal presente no sitio ativo da enzima, sendo a composta por
molibdénio (Mo), a mais comum delas, e responsavel pela maior parcela da fixacéo bioldgica
do nitrogénio (FBN), isoformas encontrada principalmente nas bactérias simbioticas. As
nitrogenases compostas por vanadio no sitio ativo (V) e inteiramente por ferro (Fe) sdo mais
comuns em microrganismos fixadores de vida livre e cianobactérias, correspondendo a uma
menor parcela da FBN (CHRISTIANSEN; LOSCHER, 2019)

A reacdo de reducéo do nitrogénio atmosférico € um processo complexo, que requer um
elevado input energético para quebrar a ligacdo tripla da molécula que o compde (POSTGATE,
1982). Em microrganismos fixadores, cada molécula de N2 requer 16 moléculas de ATP para
ser reduzida, sendo essa energia proveniente do substrato que o microrganismo se encontra, no
caso de fixadores de vida livre ndo fotossintetizantes; do proprio metabolismo fotossintético no
caso de autotrdficos de vida livre; e da planta hospedeira no caso de simbidticas e associadas e
simbidticas (FIGUEIREDO; MERGULHAO; SOBRAL; LIRA JUNIOR et al., 2013;
NATIONAL-RESEARCH-COUNCIL, 1994).
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Os microrganismos fixadores podem ser agrupados em: (1) Fixadores de vida livre; (2)
Microrganismos fixadores associados e; (3) Microrganismos simbioticos. Os de vida livre séo
capazes de realizar a fixagdo sem qualquer interacdo com outros organismos, como por
exemplo, bactérias dos géneros Azotobacter, Bacillus, Clostridium e Klebsiella que obtém
energia a partir da oxidacdo de material organico disperso por outros microrganismos ou por
decomposicdo (DAHAL; NANDAKAFLE; PERKINS; BROZEL, 2017). Bactérias do género
Azospirillum podem formar associagdes ndo simbioticas com diversas espécies de interesse
econdémico como arroz e cana-de-agucar, onde nesse caso, recebem compostos fotoassimilados
pela planta na forma de exsudatos radiculares (FUKAMI; CEREZINI; HUNGRIA, 2018).
Muitos microrganismos como os dos géneros Anabaena, Frankia, Rhizobium e Bradyrhizobium
formam relagdes simbioticas com a planta hospedeira em uma relagdo de mutualismo, onde a
planta prove ndo s6 fonte de carbono para o metabolismo bacteriano, mas também aloja 0s
microrganismos em estruturas especializadas protegidas da constante competi¢ao na rizosfera
e da acdo inibitoria do oxigénio sobre a nitrogenase (MASSON-BOIVIN; SACHS, 2018)

Apds a incorporacdo pela planta, o nitrogénio pode ser utilizado de diferentes formas,
sendo: (1) Um dos principais componentes da clorofila, indispensavel para a fotossintese e,
consequentemente, para a produtividade agricola; (2) Principal componente de aminoacidos,
indispensaveis a sintese proteica; (3) compde moléculas como ATP e &cidos nucleicos,
indispensaveis ao fluxo energético e manutencao estrutural, metabdlica e reprodutiva da planta
(MASSON-BOIVIN; SACHS, 2018)

Com a crescente demanda por uma agricultura de menor impacto ambiental e menos
dependente de fontes ndo renovaveis de energia, faz-se necessario a otimizacdo de processos
bioldgicos de incorporacdo do nitrogénio, diferentes da adi¢do de amonia e nitrato provenientes
do processo de Haber-Bosch (VANCE, 2001).

2.2.2.2 Producao de siderdforos

Derivado do termo grego que significa ‘carreador de ferro’, os sideréforos estdo entre
0S compostos bacterianos com funcdo bioativa que podem influenciar positivamente o
crescimento vegetal. Sdo provenientes do metabolismo secundario bacteriano e produzidos a
partir da sintese de peptideo-sintase nao ribossomica (PSNR) e policetideo-sintase (PCS)
(NEILANDS, 1995). Sdo quelantes organicos de baixo peso molecular (400 a 1000 Daltons) e
elevada afinidade pelo substrato (Kd 10%° a 10%° que sdo produzidas e secretadas pelos

microrganismos de solo em decorréncia da baixa disponibilidade de ferro (Fe**) em solug&o.



17

Esses compostos atuam na parte externa da membrana plasmatica do vegetal, se ligando a ions
de ferro presentes na solug¢do do solo, tornando-os disponiveis para o crescimento da planta
(NEILANDS; LEONG, 1986).

Seu efeito como promotor de crescimento tem uma abordagem direta e indireta, uma
vez que se da, principalmente, pela prevencao da proliferacdo de patégenos (indireta) devido
ao sequestro da maioria do ferro disponivel, e também auxiliando o crescimento do vegetal,
uma vez que as plantas séo capazes de absorver o complexo ferro-sideréforo (direta) de origem
bacteriana (KUMAR; THAKUR; DHINGRA; SINGH et al., 2018)

Dentre os microrganismos promotores de crescimento em plantas capazes de produzir
sideroforos, destacam-se as bactérias dos géneros Pseudomonas, Bacillus, Arthrobacter,
Serratia, Streptomyces e Burkholderia (RAJKUMAR; AE; PRASAD; FREITAS, 2010).

2.2.2.3 Produgéo de hormonios

Diretamente ligados a interacdo planta-solo-microrganismos, os horménios vegetais
produzidos por bactérias tém a capacidade de modular positivamente o crescimento e
desenvolvimento das plantas. Diversos microrganismos, benéficos ou nédo, sdo capazes de
produzir acido indolacético ou outros compostos analogos de auxina por diversas vias
biosintéticas (SPAEPEN; BOSSUYT; ENGELEN; MARCHAL et al., 2013).

A producéo de hormonios vegetais da aos microrganismos a capacidade de controlar a
frequéncia e intensidade dos eventos de alongamento, divisao e diferenciacdo celular. Sendo
também indispensaveis na superacdo de estresses abidticos e biodticos. Desta forma,
contribuindo para os niveis internos de horménios, o microrganismo consegue moldar o
crescimento vegetal em prol da sua prépria sobrevivéncia, sendo a producdo de auxina a mais
abundante (NUMAN; BASHIR; KHAN; MUMTAZ et al., 2018). Genericamente, espera-se
maior crescimento radicular e, consequentemente, maior exploracdo do solo pelo sistema

radicular & medida que ocorre aumento dos niveis de auxina (GLICK, 2012).

2.2.2.4 Solubilizacdo de fosfato

Um dos elementos mais importantes para o crescimento e desenvolvimento vegetal € o
fosforo, sendo um macronutriente primario essencial a todas as plantas. E indispensavel em
todos os processos metabolitos, uma vez que estd relacionado a formacdo de enzimas e

proteinas, fosfolipidios e acidos nucléicos, além da propria molécula de ATP, que € sindnimo
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de energia na célula. Também desempenha um papel regulador na formacdo e translocacao de
acucares e amidos, promovendo maturidade e qualidade precoces, e tem importancia
fundamental no processo de amadurecimento e formacéo de sementes (WANG; DENG; XU;
ZHU et al., 2018)

Apesar dos niveis de fosforo nos solos serem elevados (400 a 1200 mg.kg* de solo) o
mesmo se encontra muitas vezes em formas insollveis e indisponiveis para a utilizagdo pelas
plantas. Da mesma forma, mesmo fertilizantes inorganicos altamente soltveis, podem sofrer
imobilizacéo assim que aplicados no solo (KHAN; LU; AYAZ; ZHANG et al., 2018)

A limitacdo da disponibilidade, aliado ao seu grau de importancia no metabolismo
vegetal, indica que a capacidade e eficiéncia na absorcao e utilizacdo do fésforo seja um fator
limitante para o crescimento das plantas. Sendo assim, a solubilizacdo e mineralizacdo desse
elemento por microrganismos € um mecanismo de elevada importancia no estudo de promocéo
de crescimento. Geralmente, sua solubilizacdo no solo ocorre a partir da reagcdo desse fosforo
indisponivel com compostos orgénicos de origem microbiana como &cido gluconico e &cido
citrico, ambos produzidos por bactérias de solo dos géneros Bacillus, Pantoea, Enterobacter,
entre outras (FENG; LU; SHENG; WANG et al., 2004; RICHARDSON, 2001; RODRIGUEZ;
FRAGA, 1999; RODRIGUEZ; GONZALEZ; GOIRE; BASHAN, 2004).

2.2.3 Mecanismos indiretos

Dentre os mecanismos descritos de promoc¢do de crescimento, tem também, os
mecanismos indiretos, que sdo resultado da reversao de fatores inibit6rios ao crescimento como
0 estresse oxidativo, e a patogénese.
2.2.3.1 Controle de patdgenos

Existem diversos mecanismos pelos quais microrganismos promotores de crescimento

podem atuar no alivio da chamada pressdo de patogénese, onde cada um deles pode apresentar

um ou mais mecanismos, simultaneamente.
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2.2.3.1.1 Inducéo de resisténcia sistémica

Em alguns casos, a interacdo entre plantas e microrganismos promotores de crescimento
pode desencadear uma resposta de resisténcia sistémica induzida (RSI), que é fenotipicamente
semelhante a resisténcia sistémica adquirida (RSA), e que corresponde a ativacdo dos
mecanismos de defesa da planta, em decorréncia de um evento patogénico (JAIN;
CHOUDHARY; SHARMA; AGGARWAL, 2018)

Plantas positivadas para RSI apresentam valores elevados de enzimas relacionadas a
patogénese (ERP) e tendem a reagir mais rapidamente e mais agressivamente a presenca de
organismos patogénicos (JAIN; CHOUDHARY; SHARMA; AGGARWAL, 2018).

A resposta de RSI ndo ¢ especifica para cada patossistema, sendo mais generalista como
mecanismo de controle, modulando a sinalizacdo de etileno e jasmonatos dentro da planta, e
estimulando a producgédo de ERP e, consequentemente, 0 mecanismo de defesa da planta, néo
sendo necessario interagdo entre o patdgeno e 0 microrganismos promotores de crescimento
(MHLONGO; PIATER; MADALA; LABUSCHAGNE et al., 2018; TONELLI;
MAGALLANES-NOGUERA; FABRA, 2017)

2.2.3.1.2 Antibiose e destruicao de estruturas do patdégeno

A fim de assegurar sua sobrevivéncia em ambientes hostis, com baixa disponibilidade
de nutrientes e elevada competicdo com outros microrganismos, diversos compostos bioativos
com caracteristicas antibidticas podem vir a ser produzidos pelas bactérias do solo. A antibiose
como ferramenta de sobrevivéncia por parte dos microrganismos, pode também ter impacto
positivo no crescimento e desenvolvimento vegetal, quando tais compostos acabam por inibir
o crescimento e proliferacdo de organismos patogénicos, principalmente fungos (VAN DER
MEIJ; WORSLEY; HUTCHINGS; VAN WEZEL, 2017).

Existe uma preocupacao inerente ao uso de compostos antibioticos, no que diz respeito
ao aparecimento de populagdes resistentes ao patdgeno, o que vem sendo contornado com uso
de estirpes bacterianas capazes de produzir cianeto de hidrogénio, que apesar de sozinho, ndo
ter muita atividade de controle bioldgico, apresenta efeito sinérgico com diversos antibioticos
também de origem microbiana (CHEN; CUI; SU; PENUELAS et al., 2019)

Alguns microrganismos, como bactérias do género Bacillus e grupos proximos, séo
capazes de produzir complexas misturas de substancias anfipaticas conhecidas como

biosurfactantes, compostas por &cidos graxos apolares ligados aum radical polar na
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extremidade. Tais compostos anfipaticos podem ser empregados no controle bioldgico de
patdgenos devido a sua interacdo com os lipideos da membrana plasmética, causando sua
ruptura seguida de extravasamento do contetdo celular e destruindo também estruturas de
resisténcia e reproducdo dos patdgenos. Bactérias promotoras de crescimento em plantas
também podem secretar compostos como enzimas proteoliticas, lipases, celulases e quitinases
que interferem na integridade da membrana e da parede celular de microrganismos patogénicos
como Botrytis cinerea, Sclerotium rolfsii, Fusarium oxysporum, Phytophthora spp.,
Rhizoctonia solani e Pythium ultimum (AGROFIT, 2019a; b; CZABAN; RASMUSSEN;
LAURSEN; VIDKIJAR et al., 2018; FRANKOWSKI; LORITO; SCALA; SCHMID et al.,
2001; SINGH; SHIN; PARK; CHUNG, 1999).

2.2.3.1.3 Competicao direta por espaco e nutrientes

Embora seja dificilmente mensuréavel, a competi¢ao por espaco e nutrientes no solo e na
superficie vegetal impde grande barreira ao desenvolvimento de patégenos, uma vez que,
guando em maior abundancia, 0s microrganismos promotores de crescimento podem esgotar
recursos necessarios para a patogénese, impactando diretamente a incidéncia e severidade de
algumas doengas (CZABAN; RASMUSSEN; LAURSEN; VIDKJAR et al., 2018;
INNEREBNER; KNIEF; VORHOLT, 2011). A competicdo entre microrganismo benéfico e
patogénico, ja vem, inclusive, sendo enfatizada em produtos formulados a base de bactérias
promotoras de crescimento com alvo em controle biolégico como Serenade® e
Sonata®(AGROFIT, 2019a; b).
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no campus universitario da Universidade Federal de
Lavras, Departamento de Agricultura, Laboratdrio de Cultivo de Microrganismos, Laboratorio
de Cultura de Tecidos Vegetais e casas de vegetagdo anexas e no Departamento de Biologia,
setor de Microbiologia, Laboratorio de Enzimas.

3.1 Obtencdo e cultivo dos microrganismos e biosurfactantes

Os microrganismos (TABELA 1) foram fornecidos pela Cole¢do de Culturas de
Microbiologia Agricola (CCMA) da Universidade Federal de Lavras e pelo Laboratério de
Biotecnologia e Biodiversidade para 0 Meio Ambiente da Universidade Federal de Vigosa,

sendo:

Tabela 1 - Microrganismos pré-selecionados para avaliacdo do potencial de biocontrole

Cadigo Espécie
UFV-LPP155 Bacillus subtilis
CCMA-1347 Bacillus subtilis
CCMA-1233 Bacillus licheniformis
CCMA-0106 Pseudomonas aeruginosa

Fonte: Do autor (2021).

As bactérias foram pré-selecionadas com base na literatura disponivel, atestando sua
capacidade de produzir determinados compostos anfipaticos com potencial de utilizacdo no
controle de doencas em plantas, conhecidos como biosurfactantes.

Amostras de meio caldo nutriente contendo as bactérias supracitadas foram adicionadas
em microtubos de 2 mL e acrescidos de solucdo de glicerol 40%(v/v) em proporgdo 1:1,
alocadas em incubadora B.O.D a 30 °C por 24h e em seguida mantidas em freezer -20 °C para
preservar a integridade do material.

Para a realizagcdo dos experimentos, meio de cultura caldo nutriente foi preparado e
acondicionado em frascos de vidro de 810 mL com tampa adaptada para inser¢ao de conexdes
metalicas de 8 mm para colocacéo de filtros de seringa 0,22 um na canula de entrada. A canula
de saida foi parcialmente blogueada com algoddo, permitindo saida da pressdo. Apos a
inoculacgéo, os frascos foram conectados a uma bomba de ar de capacidade para 30 L/minuto,
dividida em 12 saidas de 2,5 L/minuto cada. Os frascos foram mantidos sob aeracdo constante
a 27 °C £ 2 por 72h.
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Para a separacdo das células bacterianas, o caldo fermentado foi centrifugado por 10
minutos a 5000 rpm, onde as mesmas foram suspensas em tampdo fosfato-salino (PBS). J& para
a separacdo dos biosurfactantes foi realizada uma precipitacdo acida do sobrenadante
previamente obtidos até valores de pH 2,0 £ 1. Ap6s decantado em geladeira, 0 excesso de meio
de cultura foi retirado, o precipitado foi lavado com &gua destilada pH 2,0. Uma nova
centrifugacdo seguida de descarte do sobrenadante foi realizada para a concentracdo dos
biosurfactantes, que foram entdo, armazenados em freezer a -20 °C para uso posterior
(ALBAYRAK, 2019; SHAH; SIVAPRAGASAM; MONIRUZZAMAN; YUSUP, 2016).

3.2 Avaliacdo dos mecanismos de promocao de crescimento

Visando avaliar o potencial dos microrganismos para outros mecanismos de promocao
de crescimento, testes especificos foram realizados para cada um deles nos microrganismos

selecionados.

3.2.1 Fixacdo biologica de nitrogénio

Para avaliar a capacidade de fixacdo bioldgica de nitrogénio, as bactérias foram
inoculadas em meio NFb em frascos de penicilina, que foram armazenados em incubadora do
tipo B.O.D por 10 dias. Para confirmacéo do resultado positivo, observou-se a presenca de um
halo ou de uma membrana aerotaxica proximos a superficie do meio de cultura. Como controle
positivo, foi utilizado a cepa Ab-V5 de Azospirillum brasilense, isolado classico descrito em
literatura para ensaios sobre fixacéo bioldgica de nitrogénio (DOBEREINER, 1988).

3.2.2 Producéo de sideroforos

Para avaliagcdo dos microrganismos quanto a producéo de siderdforos, foi realizado um
teste qualitativo colorimétrico para deteccdo do ion ferro disperso em solugéo. Para realizagdo
do teste, primeiro foram preparadas 4 solucdes: (1) 0,06g de cromo azurol S (CAS) em agua
destilada estéril (QSP 50 mL); (2) 0,0027 g de FeClz.H20 em solucéo de HCl a 10 mM (QSP
10 mL); (3) 0,073g de Brometo cetrimdnio em agua destilada estéril (QSP 50 mL); (4) solucao
de casamino&cido obtido a partir da dissolugdo de 3g de casaminoacido em 27 mL de agua

destilada acrescida de 3% de hidroxiquinolona em cloroférmio v/v, que foi filtrada em filtro de



23

membrana 0,22pum. As solugdes 1, 2 e 3 foram entdo misturadas em um frasco e autoclavado a
121 °C durante 15 minutos.

Separadamente, foi preparado 100 mL do meio M9 5X que foi adicionado de 150 mL
de 4gua destilada e 32,24g de tampdo PIPES. Logo em seguida, o pH foi ajustado para 6,8 e 0
meio foi autoclavado a 121 °C por 15 minutos. Apds resfriar até temperaturas inferiores a 50
°C, adicionou-se 10 mL de solucéo de glicose 20%, 30 mL da solucdo de casaminoacido filtrada
e 100 mL da solucéo corante (mistura das solucGes 1,2 e 3). Verteu-se 0 meio em placas de
petri, e apos a inoculacdo das bactérias e encubacdo em B.O.D, considerou-se positivo para
producdo de sideroforos, as placas com presenca de um halo amarelo ao redor da coldnia
(SCHWYN; NEILANDS, 1987)

3.2.3 Producédo de hormonios (auxina)

Para deteccdo de acido indolacético proveniente dos microrganismos, foi realizado um
teste quantitativo que consistiu na inoculacdo dos microrganismos em meio caldo nutriente
(CN) seguida de encubacdo em B.O.D a 28 °C durante 48h. Apds crescimento bacteriano, a
densidade 6ptica (ODsoo) foi entdo ajustada para 0,5 (10" — 108 UFC mL™). Uma aliquota desta
solucéo ajustada foi adicionada a um novo meio caldo nutriente suplementado com triptofano
(100 pg, numa proporcdo de 5% de solucdo ajustada e 95% caldo nutriente estéril, que foi
seguida de nova encubacéo a 30 °C durante 72h no escuro. Ap0s crescimento microbiano, uma
centrifugacdo foi realizada a 12.000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi recuperado.

A producéo de auxina foi entdo medida a partir da combinag&o do sobrenadante obtido
anteriormente e do reagente de Salkowski (1.875g FeCls.6H20, 100 mL de &gua destilada e 150
mL de solucdo de H2SO4a 35%) em proporcéo 1:1. A solucdo foi encubada em B.O.D no escuro
a 30 °C por 15 minutos e a absorbancia de cada amostra foi medida no comprimento de onda
530 nm. A quantificacdo da auxina seguiu valores disponiveis na curva padrao elaborada para
Azospirillum brasilense Ab-V5, que foi também controle positivo na ocasido (GORDON;
WEBER, 1951; LOACES; FERRANDO L FAU - SCAVINO; SCAVINO, 2010; PEDRINHO;
GALDIANO JUNIOR; CAMPANHARO; ALVES et al., 2010; SZILAGYI-ZECCHIN;
IKEDA; HUNGRIA; ADAMOSKI et al., 2014).

As analises estatisticas foram feitas com auxilio do software Sisvar (FERREIRA, 2011)

para realizar a comparacdo das médias atraves do teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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3.2.4 Solubilizacéo de fosfato

Para avaliar a competéncia dos microrganismos em teste quanto a solubilizacdo de
fosfatos, os mesmos foram inoculados em meio de cultura CN e encubados em B.O.D a 30 °C
durante 48 horas. A densidade 6ptica foi entdo ajustada (ODsoo ) para 0,5 (107 — 108 UFC mL™?)
e a suspensdo foi utilizada para inoculagdo em meio de cultura NBRIP (NAUTIYAL, 1999)
vertido em placas de petri, onde 3 gotas de 10 pL da suspensao bacteriana foram depositadas
em pontos equidistantes. A avaliacdo foi feita a cada 3 dias durante 12 dias, e o teste foi
considerado positivo nas coldnias circundadas por um halo translicido caracteristico. O
didmetro do halo e da coldnia foi utilizado para calculo do indice de solubilizacao (1S), expresso
pela razdo entre o didmetro do halo (mm) e o didmetro da colénia (mm) (AKINTOKUN;
AKANDE; AKINTOKUN; POPOOLA etal., 2007). O IS de cada bactéria pode ser classificado
entre: (1) Baixo (IS < 2,0); (2) Médio (2,0 < IS < 4,0) e Alto (IS > 4,0), classificacdo diretamente
ligada @ maior ou menor capacidade e eficiéncia de solubilizacdo (MARRA; SOARES;
OLIVEIRA-LONGATTI; FERREIRA et al., 2012).

As analises estatisticas foram feitas com auxilio do software Sisvar (FERREIRA, 2011)

para realizar a comparacao das médias atraves do teste de Tukey a 5% de probabilidade.
3.2.5 Inibicdo da germinacgédo de uredosporos de phakopsora pachyrhizi
Com o objetivo de avaliar a capacidade dos microrganismos selecionados e/ou de seus

metabdlitos em inibir a germinacdo de ureddsporos de Phakopsora pachyrhizi, foi entdo
conduzido, sendo composto por 14 tratamentos, sendo:
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Tabela 2 - Tratamentos envolvidos na avaliagdo da germinacdo de ureddsporos de P.

pachyrhizi

Cddigo  Microrganismo Composicao
w1 Serenade (Controle Positivo) Controle Positivo
W2 Controle (Agua Destilada) Agua Destilada
T1 UFV LPP B155 Células Bacterianas
T2 UFV LPP B155 Filtrado
T3 UFV LPP B155 Células e Filtrado
T4 CCMA-1347 Células Bacterianas
T5 CCMA-1347 Células e Filtrado
T6 CCMA-1347 Filtrado
T7 CCMA-1233 Células Bacterianas
T8 CCMA-1234 Células e Filtrado
T9 CCMA-1235 Filtrado
T10 CCMA-0106 Células Bacterianas
T11 CCMA-0106 Células e Filtrado
T12 CCMA-0106 Filtrado

Fonte: Do autor (2021).

Os tratamentos contendo apenas células bacterianas, foram obtidos a partir da
centrifugagdo de meio caldo nutriente fermentado como descrito no item 3.1, seguida de
suspensdo das células em tampdo PBS até densidade dptica (ODse2) igual a 0,2 (HADDAD;
SARAIVA; MIZUBUTI; ROMEIRO et al., 2013).

Nos tratamentos compostos por caldo nutriente filtrado, o sobrenadante proveniente da
centrifugacdo anterior foi passado por um filtro de membrana 0,22 pum, resultando em um
filtrado transparente contendo apenas 0s compostos dissolvidos. Ja nos tratamentos que
correspondem as células e filtrado, as células foram suspensas no filtrado até densidade dptica
(ODse2) igual a 0,2.

A suspensdo de ureddsporos recém-colhidos de P. pachyrhizi foi preparada em agua
destilada com sacarose (0.05 %) e a concentragdo foi ajustada para 3,5x10* ureddsporos.mL*
com auxilio de uma cAmara de Neubauer.

Em placas do tipo ELISA com 96 pocos, 125 pL da suspenséo de uredosporos foram
depositadas com auxilio de uma micropipeta e logo em seguida 125 pL da solugédo
correspondente a cada tratamento foram também adicionados em esquema de quadruplicata (4
pocos por tratamento).

Apbs 24 horas, cada tratamento foi observado em microscépio a fim de verificar a
ocorréncia ou auséncia de germinagdo. Nos casos onde ocorreu germinagdo, a mesma foi

classificada entre total (1,0) ou parcial (0,5), observando também a auséncia ou presenca (A/P)
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de apressorio ao fim do tubo germinativo. Foi considerado germinado o ureddsporo cujo tubo

germinativo apresentava, no minimo, o dobro do comprimento do préprio ureddsporo.

3.3 Avaliacdo do controle da ferrugem asiatica

Para avaliacdo do controle da ferrugem asiatica da soja, por parte dos microrganismos
selecionados, foi conduzido um experimento em casa de vegetacdo simulando condicGes de

temperatura e umidade ideais para a patogénese.

3.3.1 Origem e manutencdo do material vegetal

As plantas foram obtidas a partir do plantio de 5 sementes em vasos de 1 L de capacidade
contendo o substrato Tropstrato®. Apds a semeadura, os vasos foram mantidos em casa de
vegetacdo (25-28 °C) até a emergéncia das plantulas, quando foi feito o desbaste, deixando duas

plantulas por vaso. Os tratamentos foram aplicados 40 dias apds o plantio das sementes.

3.3.2 Tratamentos

Visando individualizar o efeito das células bacterianas, dos biosurfactantes de origem
bacteriana e da combinacdo de ambos no controle da ferrugem asiatica da soja, 14 tratamentos
(TABELA 3) foram idealizados, sendo: 2 controles, um composto apenas por agua destilada e
outro feito a partir da aplicacdo de Serenade; 4 tratamentos contendo apenas as células
bacterianas; 4 contendo apenas os biosurfactantes produzidos pelos isolados e 4 contendo a
combinacdo de celulas e biosurfactantes.
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Tabela 3 - Tratamentos envolvidos na avaliacdo da severidade da ferrugem asiatica

Cddigo  Microrganismo Composicéo
w1 Serenade (Controle Positivo) Controle Positivo
W2 Controle (Agua Destilada) Agua Destilada
T1 UFV LPP B155 Células Bacterianas
T2 UFV LPP B155 Biosurfactantes
T3 UFV LPP B155 Células e Biosurfactantes
T4 CCMA-1347 Células Bacterianas
T5 CCMA-1347 Células e Biosurfactantes
T6 CCMA-1347 Biosurfactantes
T7 CCMA-1233 Células Bacterianas
T8 CCMA-1234 Células e Biosurfactantes
T9 CCMA-1235 Biosurfactantes
T10 CCMA-0106 Células Bacterianas
T11 CCMA-0106 Células e Biosurfactantes
T12 CCMA-0106 Biosurfactantes

Fonte: Do autor (2021).

Os tratamentos contendo apenas células bacterianas, foram obtidos a partir da
centrifugacdo do caldo nutriente no qual foram cultivadas bactérias como descrito no item 3.1,
seguido de suspenséo das células em solugdo de sacarose (3g.L™) até a densidade dptica (ODgoo)
igual 1,0 (108 - 10° UFC.mL™). A adic3o de sacarose em todos os tratamentos visou a quebra
da tensdo superficial e promoc¢do do espalhamento e aderéncia na aplicacdo, além da
manutencdo da viabilidade do inéculo.

Os tratamentos compostos apenas por biosurfactantes foram obtidos a partir da adi¢éo
de solucdo concentrada de biosurfactantes obtido como descrito em 3.1 a uma solucdo de
sacarose (3g.L™) na proporgdo de 10% (v/v). Os tratamentos compostos por células e
biosurfactantes possuem simultaneamente a mesma concentracdo de células e propor¢do de
biosurfactantes dos tratamentos isolados. O Tratamento contendo Serenade® foi conduzido
seguindo as instruc@es de diluicdo da bula.

Foram feitas duas aplicacBes dos tratamentos, com cinco dias de intervalo entre as
aplicacdes, realizadas com o auxilio de um borrifador de jardim até o ponto de escorrimento do

principio ativo.

3.3.3 Inoculacdo do patdgeno

Dois dias apds a segunda aplicacdo dos tratamentos, as plantas de soja seguiram para a
inoculagdo do patdgeno. Foi preparada uma suspensdo com 2.9 x 10* uredésporos.mL™ com o
auxilio de uma camara de Neubauer, utilizando agua destilada e sacarose (0.05 %) como

espalhante e adesivo.
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A suspensdo de uredosporos foi aspergida com o auxilio de um borrifador de jardim até
0 ponto de escorrimento, e apos a aplicacdo, as plantas foram envoltas em sacos pretos para
simular uma camara Umida escura, onde permaneceram por 48 horas. Apos esse periodo, as
plantas foram descobertas e mantidas em casa de vegetacdo equipada com sistema de irrigacéo

por asperséo.

3.3.4 Avaliacdo da severidade da ferrugem da soja

Como parametro para severidade da ferrugem da soja, foi utilizada a escala diagramatica
proposta por Godoy et al. (2006), com base na area foliar afetada.

Figura 1 - Escala diagramatica proposta por Godoy et al. (2006) para a severidade da ferrugem
asiatica da soja.
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Fonte: Do autor (2021).

Foram feitas 3 avaliacGes, sendo a primeira aos 14 dias ap0s a inoculacdo do patégeno
(DAI), seguida de uma aos 18 dias ap6s a inoculagéo e finalizando com a ultima aos 21 dias
apos a inoculacdo. Todas as avaliagdes foram feitas sempre observando uma das folhas do
primeiro par logo acima das folhas cotiledonares, em que uma delas foi aleatoriamente
destacada da planta na primeira avaliacgéo.

As analises estatisticas foram realizadas com auxilio do software sisvar (FERREIRA,
2011), através do qual realizou-se o teste de Tukey a 5% de probabilidade para comparacao das

médias.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Avaliacdo dos mecanismos diretos de promoc¢ao de crescimento

Os resultados acerca dos mecanismos diretos de promocdo de crescimento estdo
expressos na Tabela 4, para a fixacdo bioldgica de nitrogénio, foi considerado positivo 0s
tratamentos onde houve formacéo de um filme na superficie do meio NFb. Para a solubilizacéo
de fosfato, foram expressos a partir da medida do diametro da colénia e do halo indicativo ao

redor da colénia, sendo o indice de solubilidade (IS) obtido pela formula:

Diametro do halo (mm) (1)

IS =
Diametro da colonia (mm)

O valor do IS foi entéo classificado em: alto (IS > 4,0), médio (2,0 < IS < 4,0) e baixo
(IS <2,0).

Tabela 4 -  Fixacdo bioldgica de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato, producao de auxina e
siderdforos dos isolados selecionados

Fixacdo de  Solubilizacao de P Producéo de AIA

Microrganismo N (15) (ng/mL) Sideroforos
D1 D6 D9 D12
UFV LPP B155 + 3,8a 4,1a 5,0a 5,0a 3,28d +
CCMA-1347 + 1,5b 2,0b 2,0b 2,0b 4,55¢c +
CCMA-1233 + 1,2b 1,8b 2,0b 2,5b 2,38d +
CCMA-0106 + 1,8b 2,2b 2,6b 2,6b 9,76a +
Ab-V5 + 2 @ © %) 6,82b 2

Fixacdo de N: Positivo quando observada formagdo de filme de crescimento em meio NFb. IS: indice de
solubilizagdo: baixo se menor que 2,0; médio entre 2,0 e 4,0; alto se acima de 4,0. AlIA: Acido Indolacético.
Siderdforos: Positivo quando ocorre formacéo de halo ao redor da coldnia. Ndmeros seguidos de mesma letra,
ndo diferem estatisticamente entre si na coluna.

Fonte: Do autor (2021).

Os quatro isolados testados e comparados com a estirpe Ab-V5 de Azospirillum
brasilense testaram positivo para fixacao bioldgica de nitrogénio, corroborando com os com
dados prévios e com a literatura (HIREMATH, 2012; YOUSUF; THAJUDEEN; RAHIMAN;
KRISHNANKUTTY et al., 2017). Um estudo quantitativo acerca da atividade da enzima
nitrogenase ainda é necessario, para ranquear os isolados de acordo com sua capacidade de fixar
nitrogénio.

Os quatro isolados demonstraram capacidade de solubilizar fosfato, no entanto, o

isolado UFV LPP155 se destacou com média estatisticamente superior, inclusive para outro
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isolado da mesma espécie, evento bem descrito em literatura (AHMAD; AHMAD; HILGER;
NADEEM et al., 2018; SAEID; PROCHOWNIK; DOBROWOLSKA-IWANEK, 2018). Nao
houve diferenca estatistica entre os indices de solubilizacdo dos outros trés isolados.

Todos os isolados foram capazes de sintetizar acido indolacético em diferentes niveis,
onde o isolado CCMA-0106 de Pseudomonas aeruginosa apresentou maior média entre todos
o0s tratamentos. Em estudos de promocéo de crescimento, os isolados de Pseudomonas sp. se
destacam pela capacidade de produzir altas quantidades de analogos de auxina, onde um valor
préximo a 10 pg/ml é, inclusive, abordado como valor mediano da quantidade de auxina
produzida (GALDIANO JUNIOR; PEDRINHO; CASTELLANE; LEMOS, 2011;
SUSILOWATI; RIYANTI; SETYOWATI; MULYA, 2018).

Todos os isolados foram capazes de produzir sider6foros, onde todas as espécies as
quais pertencem os isolados ja foram descritas em literatura, possuindo capacidade de produzir
compostos quelantes (GHAZY; EL-NAHRAWY, 2021). Testes analiticos quantitativos sdo
necessarios para determinar a quantidade de complexo ferro-sider6foro formado em solucéo.

Os testes de mecanismos diretos de promoc¢édo de crescimento tiveram como objetivo
comprovar a auséncia de discrepancia entre a literatura disponivel acerca de bactérias
promotoras, seus mecanismos e os isolados selecionados. Em testes quantitativos futuros, sera
possivel rangquear os microrganismos mais eficientes para cada mecanismo, para entdo
averiguar a existéncia de uma relacdo de sinergismo na combinacdo de mais de um

microrganismo.
4.2  Inibicdo da germinacgédo de uredosporos de phakopsora pachyrhizi
A partir do teste de germinacdo pode-se observar quais microrganismos e qual

fracdo (metabdlitos, células ou ambos) é responsavel pela inibicdo da germinacdo caso

a mesma ocorra.
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Tabela 5 - Germinacdo dos esporos de Phakopsora pachyrhizi nos diferentes tratamentos

Cddigo Germinacdo
W1 0,0
W2 1,0
T1 1,0
T2 0,0
T3 0,0
T4 0,5
T5 0,0
T6 0,0
T7 1,0
T8 0,0
T9 0,0
T10 1,0
T11 0,0
T12 0,0

Germinacéo: Total = 1,0; parcial = 0,5; ausente = 0,0.
Fonte: Do autor (2021).

Nos tratamentos compostos apenas pelas células bacterianas, sem o0s metabdlitos
produzidos durante o crescimento, houve plena germinacao dos uredosporos (T1, T4, T7 e T10)
com tubo germinativo longo, e formacao do apressorio.

J& nos tratamentos onde estavam presentes os metabolitos produzidos ao longo do
crescimento bacteriano, houve total inibicdo da germinacdo dos ureddsporos, demonstrando
gue compostos secretados durante o crescimento bacteriano possuem propriedades antibidticas
sobre o fungo P. pachyrhizi e afetam de alguma forma a germinacdo dos mesmos. Isolados de
Bacillus sp. Ja sdo conhecidos pela sua capacidade de inibir germinacdo de ureddsporos da
ferrugem do cafeeiro (Hemileia vastatrix) (HADDAD; SARAIVA; MIZUBUTI; ROMEIRO et
al., 2013).
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Figura 2 - (A) Uredosporo de P. pachyrhizi germinados (W2); (B) Ureddsporo de P. pachyrhizi
ndo germinados (T3)
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Fonte: Do autor (2021).

A inibicdo da germinacdo dos ureddsporos pode ser consequéncia de metabolitos
antifungicos secretados pela bactéria durante o crescimento em meio liquido e/ou pela agdo de
compostos tensoativos (biosurfactantes) que interagem com a membrana do ureddsporo,

comprometendo sua integridade e funcionalidade.
4.3  Avaliacdo do controle da ferrugem asiatica

Na primeira avaliacdo, 14 dias apds a inoculacdo, ja foi possivel observar que houve
progressdo da doenca em todos os tratamentos, exceto aquele onde foi aplicado Serenade®,
porém, a severidade da doenca foi significativamente menor nos tratamentos compostos por
biosurfactantes e por biosurfactantes e células, que ndo diferiram estatisticamente entre si.

Aos 18 dias apds a introducdo do patégeno, pode-se observar progressdo mais timida da
doenca nos tratamentos compostos por biosurfactantes. Aos 21 dias ap6s a introducdo do
patdogeno manteve-se 0 padrdo de progressdo anterior, com exce¢do do controle com
Serenade®, que iniciou um processo de patogénese ainda que minimo.

O experimento aponta que a inoculacdo dos isolados em plantas de soja previamente a
chegada do patdgeno, diminui consideravelmente a severidade da ferrugem asiatica da soja, em
diferentes intensidades, porém, todos apresentaram algum resultado positivo quando

comparados a testemunha. Alguns valores de severidade obtidos se assemelham aos obtidos na
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utilizacdo de fungicida comercial (Serenade®) formulado a partir de microrganismos (Bacillus
subtilis).

Tabela 6 - Severidade da ferrugem asiatica 14, 18 e 21 dias ap6s inoculacdo do patdégeno

Tratamento Média
14 DAI 18 DAI 21 DAI
w1 0,00 aA 0,00 aA 0,24 aB
T11 0,00 aA 0,42 aB 0,54 aC
T3 0,12 aA 0,36 aB 0,42 aC
T8 0,18 aA 0,30 aB 0,60 aC
T6 0,36 aA 0,62 aB 0,82 aC
T12 0,36 aA 0,56 aB 0,62 aC
T5 0,36 aA 0,30 aB 0,57 aC
T2 0,37 aA 0,34 aB 0,48 aC
T9 0,55 aA 0,59 aB 0,81 aC
T10 2,18 bA 4,00 bB 6,25 bC
T7 3,75 cA 6,00 bB 9,75 cC
T4 4,00 cA 5,75 bB 9,20 cC
T1 5,75 dA 9,20 cB 13,25 dcC
W2 6,25 dA 14,40 dB 17,45 eC

Valores acompanhados da mesma letra mindscula, ndo diferem estatisticamente entre si na coluna e
acompanhados da mesma letra maitscula ndo se diferem na linha.
Fonte: Do autor (2021).

Vaérios estudos apontam a capacidade das bactérias do género Bacillus e Pseudomonas,
principalmente no que diz respeito a seus metabdlicos, principalmente biosurfactantes, no
controle de doencas em plantas. Ambos o0s géneros testados sdo capazes de produzir tais
compostos, como por exemplo, a surfactina, tida como o biossurfactante mais potente ja
descoberto e outros lipopeptideos como a iturina e a fengicina no caso das bactérias do género
Bacillus e ramnolipidios no caso de P. aeruginosa (DESAI; BANAT, 1997; KARANTH; DEO;
VEENANADIG, 1999; KOSARIC; VARDAR-SUKAN, 2015; LANG; WAGNER, 1993; LIU;
ZHONG; YANG; LIU et al., 2018).

Além dos biosurfactantes, outros compostos como a bacilomicina (MOYNE; SHELBY;
CLEVELAND; TUZUN, 2001), a zwittermicina (SILO-SUH; STABB; RAFFEL;
HANDELSMAN, 1998) também sdo descritos como fortes agentes antifungicos, podendo
também estar ligados a reducéo da severidade da ferrugem asiatica da soja.
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Figura 3— (A) Planta tratada com isolado UFV LPP155 contendo biosurfactantes e células (T3);
(B) Primeiro par de folhas acima das cotiledonares de planta tratada apenas com
celulas do isola}do UFV LPP155 (T1

>

.'//

| Fonte: Do autor (2021).
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5 CONCLUSAO

A utilizacdo de bactérias promotoras de crescimento do género Bacillus e Pseudomonas
se mostrou eficiente no controle da ferrugem asiatica da soja, quando aplicadas em conjunto
com 0s metabdlitos produzidos durante o crescimento bacteriano.

Estudos futuros para otimizacdo da entrega do principio ativo e aumento do efeito
residual da aplicacdo, sdo necessarios, a fim de aumentar o espaco entre as aplicagdes e,
consequentemente, diminuir 0s custos com o manejo.

Combinacdes de duas ou mais bactérias buscando um possivel efeito sinérgico entre
elas, sdo necessarias, assim como a busca por substratos alternativos para crescimento bactéria,
visando reduzir a dependéncia de meios de cultura e buscando aproveitamento de subprodutos
de menor valor, como residuos agroindustriais.

Avaliagbes quantitativas acerca da promogdo de crescimento por parte dos
microrganismos sdo necessarias, para identificar ganhos ndo apenas em fitossanidade, mas

também nos caracteres agronémicos.
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