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RESUMO

DIOGO, Nayron Vilela, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, maio de 2021. Isolamento e
caracterizacdo de rizobactérias associadas a cana-de-ag¢liicar com potencial uso
biotecnologico. Orientador: Marcio Henrique Pereira Barbosa.

O Brasil ¢ o maior produtor mundial de cana-de-agucar (Saccharum spp.) com a produgao de
642 milhdes de toneladas (safra 2019/20). Porém para manter a producao, o pais utiliza grande
quantidade de fertilizantes quimicos provenientes do mercado externo, o que aumenta os custos
de producdo. Além disso, a monocultura da cana reduz a diversidade de antagonistas do solo
favorecendo o aparecimento de doencas, como a podridio vermelha, causada por
Colletotrichum falcatum. A utilizagdo de microrganismos benéficos pode compor uma
alternativa para auxiliar na fertilizag¢do da cultura, bem como, no controle bioldgico de doengas.
A rizosfera das plantas abriga uma diversidade de microrganismos que incluem as bactérias
promotoras do crescimento vegetal (BPCV), capazes de realizar a solubilizacdo de fosfato
inorganico (SFI), a produgdo de acido-indol-acético (AIA) e de controlar de doengas. Dessa
forma, objetivou-se isolar, identificar e selecionar bactérias associadas a cana, que possuam
potencial para o uso biotecnologico. Para isso, foram isoladas bactérias da rizosfera de cana e,
apos a obtencao de culturas puras, realizou-se a extracao de DNA, sequenciamento do gene 16S
e identificacdo dos isolados pelo banco de dados NCBI. Posteriormente foram realizados os
testes de SFI e producao de AIA. Para o teste de SFI, os isolados foram cultivados por 15 d em
meio contendo CaHPO4. Para o teste de AIA, os isolados foram cultivados por 24 h em meio
TSA 10 % contendo L-triptofano. A capacidade de antagonizar o C. falcatum foi avaliada pelo
teste de pareamento em meio BDA. Os testes foram realizados em DIC com quatro repetigoes.
Foram obtidos 25 isolados, distribuidos em cinco géneros: Bacillus, Burkholderia,
Arthrobacter, Kitasatospora e Streptomyces. Dos 25 isolados, 20 (80 %) foram positivos para
SFI, sendo que o isolado C10 apresentou maior indice de solubilizag¢do (IS = 5,06). Quanto ao
AlA, 15 (60 %) isolados foram positivos, sendo que Burkholderia sp. (isolado C8) se destacou
com produgdo de 21,38 pg mL'. Quanto ao antagonismo, Streptomyces sp. (isolado C11)
alcangou 55 % de inibi¢do no crescimento do patdgeno. Conclui-se que a rizosfera da cana
possui BPCV capazes promover a SFI, produzir AIA e promover o controle do C. falcatum in

vitro, indicando o potencial de uso biotecnolégico dos isolados.

Palavras-chave: Promocao de crescimento. Podriddo vermelha. Biocontrole.



ABSTRACT

DIOGO, Nayron Vilela, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, May 2021. Isolation and
characterization rizobacteria associated with sugarcane with potential biotechnological
use. Adviser: Marcio Henrique Pereira Barbosa.

Brazil is the world's largest producer of sugarcane (Saccharum spp.) with a production of 642
million tons (harvest 2019/20). However, to maintain this production, the country uses chemical
fertilizers from the foreign market, which increases production costs. In addition, sugarcane
monoculture reduces the diversity of soil antagonists, favoring the appearance of diseases, such
as red rot, caused by Colletotrichum falcatum. The use of beneficial microorganisms can be an
alternative to the crop's fertilization and biological control of diseases. The rhizosphere of plants
harbors a diversity of microorganisms, including plant growth-promoting bacteria (PGPB)
capable of solubilizing inorganic phosphate (ISF), producing indole-acetic acid (IAA), and
controlling diseases. Thus, the objective was to isolate, identify and select bacteria associated
with sugarcane, which have the potential for biotechnological use. For this, bacteria were
isolated from the sugarcane rhizosphere and, after obtaining pure cultures, DNA extraction, 16S
gene sequencing, and identification of the isolates were performed using the NCBI database.
Subsequently, ISF tests and AIA production were performed. For the ISF test, the isolates were
cultured for 15 d in a medium containing CaHPOas. For the IAA test, the isolates were cultured
for 24 hin a 10 % TSA medium containing L-tryptophan. The ability to antagonize C. falcatum
was evaluated by the pairing test in the BDA medium. The tests were performed in DIC with
four repetitions. It was obtained 25 isolates, distributed in five genera, Bacillus, Burkholderia,
Arthrobacter, Kitasatospora, and Streptomyces. Of the 25 isolates, 20 (80 %) were positive for
ISF, and isolate C10 had a higher solubilization index (IS = 5.06). As for the IAA, 15 (60 %)
isolates were positive, and Burkholderia sp. (isolate C8) stood out with a production of 21.38
ng mL!. As for antagonism, Streptomyces sp. (isolate C11) achieved 55 % inhibition of
pathogen growth. In conclusion, the sugarcane rhizosphere has PGPB capable of promoting
ISF, producing TAA, and promoting the control of C. falcatum in vitro, indicating the potential

for biotechnological use of the isolates.

Keywords: Growth promotion. Red rot. Biocontrol.
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1. INTRODUCAO GERAL

Devido a crescente preocupacdo com o desenvolvimento sustentavel e o custo do
processo de extracao e beneficiamento do petroleo, verifica-se a necessidade de buscar fontes
de combustiveis renovaveis. Nesse contexto, a utilizacdo da cana-de-aglicar se mostra
favoravel, uma vez que a cultura apresenta grande potencial para a producdo de bicombustiveis

(CONAB, 2019).

A cana-de-agticar (Saccharum spp.) é uma planta originaria do sudeste da Asia
pertencente a familia Poaceae, que tem como principais usos a producao de acucar e etanol
(Surendran et al., 2016; Klein et al., 2019). A cana foi introduzida no Brasil pelos portugueses
e desde entdo o pais ocupa lugar de destaque no cenario mundial, sendo o principal produtor da
commodity. Atualmente a cultura ocupa no pais uma area de 8,44 milhdes hectares e possui

uma producdo de 642,7 milhdes de toneladas (CONAB, 2020).

Apesar do potencial que a cultura apresenta, para manter a produgado elevada, ¢ preciso
realizar a aplicacdo de grande quantidade de fertilizantes quimicos. Em média, uma safra de
cana-de-agticar com produtividade de 100 t ha! pode remover 200 a 250 Kg de N, 120 a 150
Kgde P e 175 a 225 Kg de K do solo (Surendran et al., 2016). Sabe-se que o mercado interno
¢ incapaz de atender toda a demanda gerada pela a agricultura brasileira por esse tipo de
produto, sendo necessario, portanto, que o Brasil importe boa parte do adubo mineral utilizado

no nosso pais (ANDA, 2019), o que resulta no aumento do custo de producao.

Além disso, o modelo de monocultura empregado na producao da cana-de-agucar reduz
a diversidade de microrganismos antagonistas no solo favorecendo o ataque de pragas e
doengas, a exemplo da podridao vermelha, causada pelo fungo Colletotrichum falcatum (Latz
et al.,, 2012; Jin et al., 2020). A podridao vermelha causa prejuizos pois o patégeno ataca
severamente o colmo da cana-de-agucar, aproveitando-se de aberturas naturais ou das galerias
escavadas pela Diatraea saccharalis (broca da cana-de-agucar), o que resulta em perdas de

produtividade e qualidade do produto (Pannuti et al., 2013).

O controle dessa doenga tem sido uma area de trabalho desafiadora devido ao fato do
controle quimico apresentar sucesso limitado em condi¢des de campo (Viswanathan e Malathi,
2019). Além disso, o uso indiscriminado de produtos quimicos traz prejuizos ao meio ambiente,
a saude humana e dos animais, além de aumentar o custo de producao (Domingues et al., 2004).
Assim, torna-se necessaria a criagdo de novas tecnologias que permitam controlar essa doenca,

bem como reduzir a utilizacao de fertilizantes quimicos no cultivo da cana-de-aglicar e que



sejam sustentaveis tanto do ponto de vista econdomico quanto do ponto de vista ambiental e de

saude publica.

Uma alternativa pode ser o uso de produtos bioldgicos a base de microrganismos
promotores do crescimento vegetal. Nos solos, mais especificamente na rizosfera das plantas,
existem bactérias capazes de realizar diversos processos ecologicos, sendo que alguns desses
processos apresentam interesse agricola por resultarem em um maior desenvolvimento das
culturas. Essas bactérias sdo conhecidas como bactérias promotoras do crescimento vegetal
(BPCV) e podem atuar por diferentes mecanismos, como a fixagdo bioldgica de nitrogénio
(FBN), a solubiliza¢do de nutrientes (principalmente o fosforo), a producdo de fitohormonios e
o biocontrole de pragas e doengas (Boer et al., 2007; Patel et al., 2019; Lebrazi et al., 2020;
Mendoza-Arroyo et al., 2020; Jain et al., 2021). Portanto, a utilizacdo de microrganismos em
processos agricolas pode compor uma excelente alternativa ao uso de pesticidas e fertilizantes
quimicos (Kuklinsky-Sobral et al., 2004; Estrada et al., 2013; Hungria et al., 2013; Chen et al.,
2014).

Assim, o objetivo desse trabalho foi isolar, caracterizar e selecionar bactérias da
rizosfera da cana-de-agucar com potencial para promover o crescimento vegetal e controlar o

fungo Colletotrichum falcatum.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1.  Cultura da cana-de-agicar

A cana-de-acucar (Saccharum spp.) ¢ uma monocotiledonea pertencente a familia
Poacea, que inclui grande niumero de espécies com elevado interesse agricola, como o arroz
(Oryza sativa), o milho (Zea mays), o sorgo (Sorghum bicolor) e o trigo (Triticum aestivum)
(Bolot et al., 2009; Davidson et al., 2012). A cana ¢ uma planta originaria do sudeste da Asia
pertencente ao género Saccharum, que compreende varias espécies, das quais pode-se citar
Saccharum officinarum, S. robustum, S. spontaneum, S. sinense ¢ S. barberie (Singh et al.,
2017a; Dong et al., 2018). Trata-se de uma cultura perene, que apresenta habito de crescimento
ereto levemente decumbente e desenvolvimento em touceiras podendo atingir de 2 a 5 m de
altura. Seu caule apresenta formato cilindrico com nos e entrends bem definidos, sendo esse o
orgdo comercial da cultura, as folhas da cana podem ser alternadas ou opostas, com nervuras
paralelinérveas e bainhas largas, podendo atingir at¢ 140 cm de comprimento, o sistema

radicular ¢ fasciculado e o fruto € pequeno, do tipo cariopse (Fernandes, 1984).

A cana-de-agucar possui importancia mundial, sendo cultivada em mais de 110 paises e
o Brasil ocupa lugar de destaque por ser o maior produtor dessa cultura com a area plantada de
8,44 milhdes de hectares e producao de 642,7 milhdes de toneladas por ano (CONAB 2020). A
cana apresenta inimeras aplicagdes podendo ser utilizada para alimentacdo animal e para a
fabricacdo de diversos produtos como etanol, aguardente, melaco, agticar, polietileno e estireno.
Além disso, os residuos da cana-de-agucar podem ser utilizados como fertilizantes e o bagaco
possui potencial para a produgdo de energia, para a producao do etanol de segunda geragao e
para a producao de cogumelos comestiveis (Okano et al., 2007; Nunes et al., 2012; Sindhu et

al., 2016; Klein et al., 2019).

A cana-de-agucar tem chamado atengdo principalmente devido a sua utilizagdo na
producdo de biocombustiveis, pois o etanol possui baixo poder poluente e ¢ obtido a partir de
uma fonte renovavel contribuindo com a sustentabilidade (Santos et al., 2012a; Souza et al.,
2014; Yang et al., 2021). Além disso, a industria sucroalcooleira tem buscado aumentar sua
eficiéncia pela utiliza¢ao do bagacgo para producao de energia, contribuindo assim para ampliar
a sustentabilidade do setor (CONAB, 2019). Portanto, para os proximos anos pode-se esperar

um cenario bastante favoravel ao cultivo da cana no Brasil.

Contudo para manter a producdo do pais elevada ¢ necessario realizar a aplicacdo de

grandes quantidades de fertilizantes quimicos e o mercado interno brasileiro € incapaz de suprir
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toda a demanda de fertilizantes gerada pela agricultura, fazendo com que o Brasil importe boa
parte do adubo quimico utilizado, o que resulta em um aumento significativo no custo de
producao (ANDA, 2019). Além disso, o0 modelo de monocultura atualmente empregado na
producdo da cana-de-actcar pode reduzir a diversidade de microrganismos antagonistas no solo
favorecendo o ataque de pragas e doengas como o caso da podriddo vermelha, causada pelo

fungo Colletotrichum falcatum (Latz et al., 2012; Jin et al., 2020).

Devido a grande importancia do setor canavieiro para economia brasileira somado ao
risco que as doencgas representam para a cultura, ¢ necessario a criacdo de novas tecnologias
que permitam controlar o ataque de patdogenos bem como reduzir a utilizacdo de insumos
quimicos sem que haja decréscimos na produtividade, tornando assim o cultivo da cana-de-
acucar menos dependente do mercado externo e mais sustentavel do ponto de vista ambiental e

economico (Renzi et al., 2019).

Dessa forma a utilizagdo das bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV)
aparece como alternativa para superar os problemas citados, uma vez que essas bactérias sao
capazes de realizar processos ecoldgicos que favorecem a nutricdo e a sanidade das plantas

(Patel et al., 2019; Mendoza-Arroyo et al., 2020; Jain et al., 2021).

2.2. Rizosfera e bactérias promotoras de crescimento vegetal

A palavra rizosfera deriva dos termos gregos rhizo que significa raiz e esfera que
significa area de influéncia, ou seja, a rizosfera nada mais € que a regido que sofre a influéncia
das raizes das plantas (Hiltner, 1904 apud Metting, 1993). Essa regido ¢ caracterizada pela
presenga de exsudatos radiculares como, por exemplo, agucares, aminoacidos, 4cidos e outros
compostos organicos (Curl e Truelove, 2012). Por causa dessas caracteristicas a rizosfera das
plantas apresenta uma intensa atividade microbiana e abriga uma grande quantidade e
diversidade de microrganismos, sendo que a medida que nos afastamos das raizes, observa-se
normalmente uma reducdo tanto em quantidade quanto em diversidade de microrganismos
presentes naquela regido (Papavizas e Davey, 1961; Prashar et al., 2014). Essa diferenca na
quantidade de microrganismos pode ser evidenciada pelo efeito rizosférico, ou seja, a relagdo
R/S que ¢ a razdo entre o numero de microrganismos presentes no solo rizosférico (R) e o
nimero de microrganismos presentes no solo nao rizosférico (S), cujo valor varia de acordo
com os grupos taxondOmicos € com as funcdes que esses microrganismos desempenham

deixando claro a influéncia das raizes na comunidade microbiana presente (Prashar et al., 2014).
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Dentre os microrganismos localizados na rizosfera das plantas encontram-se uma ampla
gama de bactérias capazes de realizar diversos processos ecologicos, sendo que alguns desses
processos possuem elevado interesse agricola por resultarem em beneficios ao crescimento ¢ a
sanidade das plantas favorecendo a adaptagdo dos vegetais a diferentes ambientes (Trivedi et
al., 2020). As rizobactérias capazes de realizar esses processos sdo conhecidas como bactérias
promotoras do crescimento vegetal (BPCV) e podem atuar por diferentes mecanismos de

promocao do crescimento (Lebrazi et al., 2020; Mendoza-Arroyo et al., 2020; Jain et al., 2021).

Algumas BPCV sdo capazes de realizar a fixagcdo biologica de nitrogénio (FBN), que
consiste na fixagdo do N atmosférico em formas absorviveis pelas plantas, sdo capazes de
solubilizar nutrientes, como por exemplo, o fosforo e o potassio, tornando-os disponiveis para
as plantas e até mesmo produzir hormoénios vegetais relacionados com a regulagao do
crescimento, como o acido indol acético (AIA) (Chawngthu et al., 2020; Singh et al., 2020).
Estas bactérias também sdo capazes de reduzir os danos causados por pragas e doengas, seja
por competicdo, pela produgdo de compostos inibidores ou outros mecanismos, atuando assim

como agentes de biocontrole (Gray e Smith, 2005; Manoj et al., 2020).

Estudos tém demonstrado a presenca das BPCV colonizando tanto a rizosfera quanto o
interior de plantas de cana-de-acicar. A bactéria endofitica fixadora de nitrogénio
Glucanocetobacter diazotrophicus foi capaz de induzir respostas de defesa em plantas de cana-
de-agticar contra o ataque da bactéria patogénica Xanthomonas albilineans (Arencibia et al.,
2006). Bactérias do género Pseudomonas, Klebsiella e Burkholderia encontradas em
associacao com raizes de diferentes variedades de cana-de-agucar se mostraram capazes de
realizar a FBN e de produzir AIA, sendo que a inoculagdo de Klebsiella sp. em plantas de cana-
de-acticar adubadas com 50 % da dose recomendada de N permitiu maior acumulo de biomassa
em comparacdo com o controle que recebeu 100 % da dose de N (Govindarajan et al., 2007).
Da mesma forma a bactéria Burkholderia tropica isolada a partir da rizosfera de cana-de-agucar
também se mostrou capaz de promover a FBN in vitro, caracteristica que parece ser comum em
bactérias desse género (Reis et al., 2004). Alguns isolados bacterianos pertencentes aos géneros
Bacillus, Ochrobacterum, Pseudomonas e Stenotrophomonas obtidos a partir da rizosfera de
cana-de-agtcar foram capazes de produzir AIA e solubilizar fosfato inorganico in vitro (Hassan
et al., 2010b). Tudo isso demonstra o potencial biotecnologico das BPCV em serem utilizadas

como inoculantes vegetais.
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2.3.  Solubilizaciao de Fosfato Inorganico (SFI)

O fosforo ¢ um elemento quimico requerido em grandes quantidades pelas plantas sendo
classificado como um macronutriente. Este elemento possui importantes fungdes no
metabolismo vegetal atuando na formagdo de compostos organicos ¢ na formacgdo de
fosfolipidios de membranas, além disso, o P possui papel na producao de energia, na respiracao,
divisdo celular e em diversos outros processos metabolicos (Singh et al., 2017b; Kaya et al.,
2020; Maciel et al., 2020). A limitacao desse nutriente pode causar alteracdes morfologicas nas
raizes das plantas, reducdo da taxa fotossintética, reducdo da condutancia estomatica,
aparecimento de necroses nas folhas e peciolos, redu¢do no crescimento e principalmente
reducdo na produtividade das culturas (Zhang et al., 2014; Singh et al., 2017b; Das e Avasthe,
2018; Ramus-Artuso et al., 2018).

O fosforo ¢ comumente encontrado nos solos tanto em formas organicas quanto em
formas inorganicas. Esse nutriente pode ser absorvido pelas plantas principalmente em suas
formas idnicas HoPO4™ (diidrogenofosfato) e HPO4>* (hidrogenofosfato). Entretanto, como no
solo a forma de diidrogenofosfato ¢ normalmente predominante em relagao ao hidrogenofosfato
essa ¢ a forma mais absorvida pelos vegetais (Richardson et al., 2009; Das e Avasthe, 2018;

Muhammad et al., 2021).

Apesar desse elemento ser normalmente encontrado nos solos, o fésforo ¢ considerado
um dos nutrientes mais limitantes ao crescimento vegetal (Malavolta, 2006; Yuan e Chen, 2012;
Du et al., 2020). Isso ocorre pois em solos acidos presentes principalmente nas regides tropicais
e subtropicais a concentracdo das formas disponiveis desse nutriente normalmente ¢ baixa
(Malavolta, 2006; Richardson et al., 2009). A baixa concentragdo de P disponivel nos solos se
deve ao fato desse elemento apresentar alto potencial de adsor¢ao na matriz do solo, ou seja, o
fosforo pode interagir fortemente com componentes do solo resultando na formacao de
compostos insoluveis e, portanto, indisponiveis para as plantas. Por essa razdo, para manter
uma alta produgdo agricola realiza-se normalmente a aplicacdo de doses elevadas de adubos

fosfatados (Cavagnaro et al., 2015; Roy et al., 2017; Pavinato et al., 2020).

Felizmente a rizosfera das plantas abriga grande quantidade de BPCV capazes de
solubilizar fosfato. Essas rizobactérias desempenham importante funcao para a promocgao do
crescimento ¢ desenvolvimento das plantas devido a sua capacidade de aumentar a
concentracdo de formas disponiveis de fésforo na solugdo do solo, permitindo que as raizes
absorvam esse nutriente (Santos et al., 2012b; Pande et al., 2017; Mohamed et al., 2018;

Mendoza-Arroyo et al., 2020). As BPCV podem promover a solubilizacdao de fosforo atuando
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por diversos mecanismos como, por exemplo, a excre¢do de protons (H'), a produgdo de H2CO3
e, principalmente, pela producdo de 4cidos organicos (Pande et al., 2017; Mendoza-Arroyo et

al., 2020).

Estudos tém se concentrado na prospecg¢ao, isolamento e caracterizagao de bactérias em
associacdo com os vegetais, sendo assim diversos géneros de BPCV tém sido descritos na
literatura por apresentarem a capacidade de solubilizar fosfato in vitro bem como favorecer o
crescimento e desenvolvimento de diferentes culturas agricolas. Algumas bactérias
pertencentes aos géneros Bacillus, Burkholderia e Paenibacillus isoladas a partir de um arrozal
apresentaram a capacidade de solubilizar fosfato inorgéanico in vitro (Chawngthu et al., 2020).
Da mesma forma isolados pertencentes aos géneros Herbaspirillum e Burkholderia foram
capazes de realizar a SFI in vitro, sendo que a inoculagdo desses isolados em plantas de arroz
resultou no aumento do rendimento de graos de arroz (Estrada et al., 2013). Na rizosfera de
plantas de milho foram encontrados isolados bacterianos solubilizadores de P pertencentes aos
géneros Alcaligenes e Burkholderia que ao serem reinoculados promoveram aumento em todos
os parametros de crescimento da cultura (Pande et al., 2017). Da maneira semelhante a bactéria
Burkholderia cenocepacia isolada a partir de raizes de milho também exibiu a capacidade de
solubilizar fosfato in vitro e ao ser reinoculada na cultura do milho promoveu maior crescimento

da cultura (You et al., 2020).

Sendo assim, a inocula¢do de microrganismos solubilizadores de fosfato nas plantas
pode ser uma boa alternativa tanto do ponto de vista econdmico quanto do ponto de vista
ambiental, uma vez que esses microrganismos podem reduzir a utilizacdo de fertilizantes
fosfatados e consequentemente reduzir os custos de producdo e os problemas ambientais

associados a fertilizagdo quimica como a eutrofizagdo de rios e lagos.

2.4. Producao de acido indol-acético

Os hormonios vegetais sdo compostos que, em baixas concentragdes, sdo capazes de
atuar como reguladores, estimulando ou inibindo o crescimento das plantas (Dermastia, 2019).
Esses fitohormonios atuam, também, regulando diversos processos fisiologicos relacionados
com o desenvolvimento, incluindo a divisdo e elongagao celular, a senescéncia e a floragdo, além
disso, os hormdnios vegetais podem atuar induzindo respostas das plantas frente a condigdes
adversas, sejam elas de origem bidtica ou abiodtica (Dermastia, 2019; Jochum et al., 2019;

Frankenberger e Arshad, 2020).
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Existem diversas classes de hormonios vegetais tais como auxinas, giberelinas e
citocininas (Han et al., 2018). O 4cido indol-acético (AIA) ¢ um dos principais hormonios
vegetais pertencentes a classe das auxinas, sendo esse fitohormdnio fundamental no
crescimento dos vegetais, por controlar importantes processos, incluindo o aumento e a divisao
das células, a formagdo do tecido vascular e o desenvolvimento do sistema radicular (Zhao,

2010; Zhang et al., 2019).

Apesar do AIA ser um hormonio vegetal, existem microrganismos capazes de sintetizar
esse composto, sendo esse um dos mecanismos utilizados pelas BPCV para favorecer o
crescimento das plantas (Raut et al., 2017; Wagi e Ahmed, 2019). A sintese do AIA ¢ complexa
podendo ocorrer por diferentes vias metabolicas, no entanto podemos destacar as vias
dependentes do aminodcido L-triptofano como as principais vias de producdo, tanto em

bactérias quanto em plantas (Zhao, 2010; Zhang et al., 2019).

Alguns estudos tém demonstrado a capacidade das bactérias em sintetizar ndo apenas o
AIA, mas também outros hormonios vegetais. A producdo destes reguladores ja foi relatada em
alguns géneros bacterianos comumente encontrados nos solos, como Agrobacterium, Bacillus,
Bradyrhizobium, Kocuria, Rhizobium ¢ Pseudomonas (Hao et al., 2012; Goswami et al., 2014;
Tabassum et al., 2017; Saleem et al., 2018). Além disso, a inoculagdo de microrganismos
produtores de AIA, tanto em casa de vegetacdo quanto em condigdes de campo, tem se
mostrado promissora por resultar em beneficios para o crescimento e desenvolvimento das
plantas principalmente quando sujeitas a condigdes adversas. A bactéria Leclercia
adecarboxylata isolada a partir da rizosfera de tomateiro apresentou produgao significativa de
AlA in vitro e ao ser reinoculada em plantas de tomate melhorou todos os atributos de
crescimento avaliados além de fornecer prote¢do frente ao estresse salino (Kang et al., 2019).
Da mesma forma a bactéria Mixta theicola que também apresentou a capacidade de produzir
AlA in vitro ao ser inoculada em sementes de milho promoveu o aumento da porcentagem de
germinagdo, vigor das sementes, alongamento radicular, além de favorecer o acumulo de
matéria fresca e seca das plantas (Hagaggi e Mohamed, 2020). Em trés cultivares de Buxus
sempervirens a inoculacao de um isolado produtor de AIA (Burkholderia sp. SSG) resultou no

aumento de até 76 % no crescimento das plantas em relacdo ao controle (Kong e Hong 2020).

Dessa forma, podemos dizer que a inoculagdo de bactérias capazes de realizar a sintese
de AIA em ambientes de cultivo apresenta potencial para melhorar o rendimento das culturas

agricolas, uma vez que essas bactérias sao importantes promotoras do crescimento vegetal.
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2.5. Controle biologico

Estima-se que até 2050 a populagdo mundial deva ultrapassar 9 bilhdes de habitantes
(United Nations, 2019), sendo necessario que ocorra um aumento na disponibilidade de
alimentos para atender as demandas da populacdo. Uma maneira de alcancar este objetivo €
reduzir as perdas que ocorrem na agricultura. Estima-se que as perdas causadas por pragas e
doengas em algumas das principais culturas agricolas encontram-se na faixa de 17 a 30 %
(Savary et al., 2019). Sendo assim, a utilizagdo de métodos eficazes para o controle de pragas

e de patogenos pode aumentar de maneira significativa a producao de alimentos.

Atualmente, o controle de patdgenos na agricultura se d& principalmente por meio da
utilizagdo de produtos quimicos e do controle cultural utilizando, por exemplo, a rotagdo de
culturas e variedades resistentes. A aplicacao de pesticidas possui importancia nos modelos de
producdo, sendo possivel por meio dessa pratica alcancar alto rendimento e qualidade de
produgdo (Raymaekers et al., 2020). Entretanto, apesar dos beneficios gerados, o uso de
pesticidas pode trazer diversos prejuizos como a contaminagdo de solos, cursos d’agua, a
contaminagdo de animais € humanos (Lamichhane et al., 2016; Kim et al., 2017; Pouokam et
al., 2017). O uso indiscriminado de produtos quimicos pode resultar ainda na selecao de pragas
e patdgenos resistentes a determinados principios ativos (Price et al., 2015), bem como

aumentar os custos de produgao.

Nesse contexto, o biocontrole de doengas aparece como uma alternativa para superar os
problemas citados. Esse método pode contribuir para obtengao de produtos de melhor qualidade
e, além disso, pode reduzir os custos de produgao por ser geralmente mais barato que o controle

quimico (Parra, 2002).

O controle biologico consiste basicamente na utilizacdo de um organismo para o
controle de outro organismo considerado praga ou causador de doenca (Raymaekers et al.,
2020). Esses organismos que atuam como agentes de biocontrole sao comumente encontrados
no ambiente e podem atuar por meio de diferentes mecanismos: Antibiose, competigdo,
parasitismo, preda¢do e inducao de resisténcia sistémica (Dukare et al., 2019; Kohl et al., 2019;
Wang et al 2020). O conhecimento dos mecanismos de controle pode auxiliar na escolha da
melhor estratégia para utilizagdo desses organismos em termos da quantidade, época e forma

de aplicacao.

Sabe-se que existem uma ampla gama de BPCV em associa¢c@o com as culturas agricolas

que possuem potencial para promover o biocontrole de diversas doengas. Sendo assim, alguns
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estudos tém se concentrado em avaliar e selecionar isolados bacterianos visando a aplicagdo na
agricultura (Ding et al., 2017; Xiang et al., 2017; El-Shabrawy e Shehata, 2018; Dukare et al.,
2020). No Brasil, os estudos envolvendo a utilizacao de bactérias antagonistas para o controle
de doencas tiveram destaque a partir da década de 90 (Bettiol, 1997; Mariano et al., 2004).
Desde entdo, trabalhos tém buscado entender e avaliar a capacidade das bactérias em promover
o controle bioldgico de diferentes doengas na agricultura, a exemplo da murcha bacteriana
causada por Pseudomonas solanacearum (Peixoto, 1997), da queda prematura dos frutos
citricos causada por Colletotrichum acutatum (Kupper et al., 2003), da queima-das-bainhas do
arroz causada por Rhizoctonia solani (Ludwig & Moura, 2007), da murcha bacteriana causada
por Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Martins et al., 2013) e da antracnose

causada por Colletotrichum musae (Damasceno et al., 2019).

2.6.  Controle bioldogico de Colletotrichum falcatum na cana-de-agticar

A podridao vermelha causada pelo fungo Colletotrichum falcatum é um problema na
cultura da cana-de-agucar e causa sérios prejuizos ao cultivo dessa cultura em todo o mundo
(Viswanathan e Malathi, 2019). Esse patogeno ataca a cana desde o inicio do seu
desenvolvimento, causando falha na germinagdo ou a morte de mudas germinadas, além disso,
C. falcutum pode causar a inversao de sacarose em glicose e frutose, devido a producao de
invertases, o que resulta em perdas no rendimento da cultura e na qualidade do agucar

(Viswanathan e Samiyappan, 2002; Pannuti et al., 2013).

O controle da podridao-vermelha tem sido uma area de trabalho desafiadora para
fitopatologistas e produtores de cana-de-aglicar. Varios fungicidas tém sido testados para o
controle dessa doencga, mas o sucesso tem sido limitado em condigdes de campo, provavelmente
pelo fato do fungo se alojar profundamente no colmo dificultando a a¢do dos fungicidas, nao
sendo, portanto, produtos quimicos recomendados para o controle dessa doenca em cana-de-
acucar (Viswanathan e Malathi, 2019). Além disso, embora a selecdo de variedades resistentes
fornega protegdo duravel, o desenvolvimento frequente de novas cepas de patogeno da podridao

vermelha torna as variedades suscetiveis no campo (Viswanathan et al., 2017).

Assim, o controle da podriddao-vermelha por meio de antagonistas pode ser uma
estratégia interessante ou, pelo menos, um componente do manejo integrado da doenga na cana-
de-agucar. O sucesso na utilizagdo de bactérias para o biocontrole de fungos do género

Colletotrichum spp. tém sido demonstrado. Isolados de Bacillus subitilis e de B. thuringiensis
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provocaram inibi¢do in vitro ao crescimento micelial do fungo patogénico C. acutatum, por
meio da producdo de metabolitos antimicrobianos (Kupper et al., 2003). Da mesma forma,
isolados de Pseudomonas spp. foram capazes de induzir a resisténcia sist€émica contra o C.
falcatum em cinco variedades de cana-de-agucar em condi¢des de campo (Viswanathan e

Samiyappan, 2002).

Considerando-se que a cana-de-agucar ¢ amplamente cultivada, sendo responsavel por
contribuir para aumentar o PIB brasileiro (CONAB, 2020), a utilizagdo do controle bioldgico
pode ser vantajosa do ponto de vista financeiro, uma vez que pequenos ganhos em
produtividade podem resultar em um grande aumento na produgdo. Além disso, o MAPA
langou recentemente o decreto 10.375, de 26 de maio de 2020, que estimula e dispde sobre o
registro de produtos microbiologicos que tenham fun¢do de agrotéxicos e afins (Brasil, 2020).
Assim, nos proximos anos espera-se que ocorra um incremento no uso de produtos a base de
microrganismos e, portanto, nota-se uma oportunidade no desenvolvimento desse tipo de

produto.
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3. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Departamento de Agronomia (DAA) e no Laboratorio de
Associagdes Micorrizicas (LAMIC) do Departamento de Microbiologia (DMB), da
Universidade Federal de Vigosa (UFV), em Vigosa — MG.

3.1. Obtencao do fitopatogeno

O isolado do fungo Colletotrichum falcatum foi gentilmente cedido pelo Laboratorio de
Bacteriologia, do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA),

em Lavras — MG.

3.2. Amostragem de solo

A amostragem de solo foi realizada em uma area de cultivo de cana-de-agucar
pertencente a empresa Agropeu-Agroindustrial Pompeu S/A, localizada no municipio de
Pompéu — MG (19°20'53.7"S, 45°00'29.7"W). Foram amostrados quatro talhdes, sendo que em
cada um deles coletou-se, de forma aleatéria, amostras de solo rizosférico de cinco plantas de
cana-de-agticar. As cinco amostras de solo obtidas em cada talhdo foram peneiradas e
homogeneizadas dando origem a uma amostra composta por area. Essas amostras foram
refrigeradas e transportadas até o laboratorio sob condi¢des de refrigeragcdo e armazenadas em

geladeira até o processamento.

3.3. Isolamento de rizobactérias

Para o isolamento das rizobactérias 10 g de solo da rizosfera da cana-de-agucar foram
colocadas em frascos Erlenmeyer contendo 90 mL de solucdo salina (0,85 % de NaCl). A
solucdo contendo o solo foi mantida sob agitacdo por 5 min, em temperatura ambiente.
Posteriormente, uma aliquota de 1 mL da solugao foi pipetada para um tubo de cultura contendo
9 mL de solucdo salina, em seguida esta solu¢do foi homogeneizada em agitador tipo vortex.
Esse procedimento foi repetido até a obtengio da diluicio de 107, compondo assim a diluicdo
seriada. Uma vez alcancada a diluicdo de 107, uma aliquota de 0,1 mL foi retirada e pipetada
em uma placa de Petri contendo o meio de cultura batata dextrose agar (BDA). Em seguida,

com auxilio de uma alga de Drigalsky, a suspensao contendo os microrganismos foi espalhada
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na superficie da placa de Petri que foi incubada a 25 °C até a formagao de colonias bacterianas
visiveis.

Para a obten¢do de culturas puras as diferentes colonias obtidas foram reisoladas pelo
método de estrias simples, por repetidas vezes, em placa de Petri contendo BDA. Apds a
obtencdo das culturas puras, os isolados bacterianos foram armazenados em meio NBY
(nutrient broth yeast extract) (Schaad, 1998) contendo glicerol a uma temperatura de -80 °C

para preservacgdo, onde permaneceram até a identificagdo e caracterizagao fisiologica.

3.4. Identificacido

Para a identificagdo molecular, os isolados que estavam armazenados foram reativados
em placas de Petri contendo meio de cultura BDA. Apos o crescimento, o DNA dos isolados
foi extraido utilizando o kit de extracdo de DNA Nucleo Spin Soil (Macherey-Nagel, GmbH &
Co. KG, Alemanha) conforme as recomendagdes do fabricante. Em seguida, para amplificagdo
do gene 16S foi realizada uma PCR utilizando os primers 27F (5’
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) e 1492R (5 ACGGCTACCTTGTTACGACTT)
(Lane,1991). Apos a amplificagdo e sequenciamento do gene 16S, o género dos isolados foi
identificado por meio da consulta de similaridade de nucleotideos com sequéncias depositadas

no banco de dados do National Center for Biotecnology Information (NCBI).

3.5. Caracterizacio fisiologica
3.5.1. Solubilizacio de fosfato inorganico (SFI)

Para o teste de solubilizacdo de fosfato inorganico, os isolados bacterianos foram
crescidos em placa de Petri contendo o meio de fosfato de calcio insoluvel na forma de
Ca3(HPOs),, sendo que cada placa recebeu um isolado em quatro pontos distintos representando
quatro repeti¢des. Apos a inoculagdo, as placas contendo as bactérias foram incubadas a 25 °C
por um periodo de 15 dias para a observagao do halo de solubilizacdo (Berraquero et al. 1976).
Ao final do teste os isolados foram classificados como precoces ou tardios, sendo precoces
aqueles nos quais o aparecimento do halo de solubilizagdo se deu até o terceiro dia de cultivo
e, tardios aqueles que o halo de solubilizagdo apareceu somente a partir do quarto dia (Hara e
Oliveira, 2005). Além disso foi realizado o calculo do indice de solubilizagao (IS) utilizando a

formula: IS = diametro do halo de solubilizagdo (mm) / diametro da col6nia (mm). O
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experimento seguiu o delineamento inteiramente casualizado (DIC) com quatro repeti¢des.

3.5.2. Producio de Acido indol-acético (AIA)

Para a avaliagdo da capacidade de produzir AIA, os isolados bacterianos foram
inoculados em tubos de cultura contendo meio liquido TSA 10 % na presenca do aminoacido
L-triptofano (5 mM) e incubados no escuro a 28 °C por 24 horas e mantidos sob agitacao
constante (120 rpm). Apos esta etapa realizou-se a centrifugacdo das amostras a 12.000 rpm
por 5 min e 900 pL. do sobrenadante foram transferidos a um novo tubo onde foram adicionados
400 pL do reagente de Salkowski (Bric et al., 1991). Em seguida, as amostras foram incubadas
no escuro por 30 min a temperatura ambiente e apos esta etapa, a quantificacdo da concentracao
de AIA presente nas amostras foi realizada pela leitura em espectrofotometro no comprimento
de onda de 520 nm. As leituras foram normalizadas mediante a calibragdo de uma curva padrao
utilizando diferentes concentragdes de AIA comercial. O experimento seguiu o delineamento

inteiramente casualizado (DIC) com quatro repeti¢des por tratamento.

3.5.3. Avaliacao do potencial antagonico em cultura pareada

Para a avalia¢do da atividade antagonica dos isolados contra C. falcatum foi realizado o
teste de pareamento direto em placa de Petri, onde cada isolado bacteriano foi inoculado
juntamente com o fungo fitopatogénico, em placas contendo o meio de cultura BDA conforme
descrito por Patel e colaboradores (2019) com alteracdes. Para isso, as bactérias foram estriadas
em linha tnica a uma distancia de 1,0 cm da borda da placa. Da mesma forma, um disco de
BDA de aproximadamente 7 mm de didmetro contendo micélio do fungo C. falcatum foi
inoculado na outra extremidade da placa de Petri, também a uma distancia de 1,0 cm da borda.
O tratamento controle foi constituido do patégeno crescendo na auséncia da bactéria

antagonista. As placas foram incubadas por 10 dias a 25 °C em incubadora BOD.

Ap6s o periodo de incubacao as placas foram fotografadas utilizando uma camera digital
e as imagens obtidas foram analisadas com auxilio do software Quant v. 1.01 (Vale et al., 2001)
para mensurar o crescimento (cm?) do patdgeno C. falcatum. A inibigdo do crescimento do
patogeno em relagdo ao controle foi avaliada por meio da seguinte formula: ICF (%) = [(CFC
—CFT)/CFC] x 100. Sendo que ICF ¢ a inibi¢ao do crescimento do fungo, CFC € o crescimento

do fungo no controle e CFT ¢ o crescimento do fungo nos tratamentos (Patel et al., 2019).
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3.6. Isolados mais promissores

De acordo com os resultados obtidos nos testes de SFI, producdo de AIA e no teste de
antagonismo por pareamento em placa de Petri, avaliou-se quais isolados se mostravam mais
promissores para a aplicagdo biotecnoldgica visando a promog¢do do crescimento de culturas

agricolas com o foco principal em cana-de-agucar.

3.7. Analises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidancia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05). Os dados que ndo atenderam aos pressupostos
da ANOVA foram submetidos ao teste de Kruskal-Walis (p < 0,01). Todas as anélises foram

realizadas utilizando o software estatistico R (R Core Team 2018).
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4.  RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Isolamento e identificacido

Foram obtidos 25 isolados associados a rizosfera de plantas de cana-de-actcar e apds a
amplificacdo e sequenciamento do gene 16S, o género dos isolados foram identificados por
meio do BLAST, com base no banco de dados do National Center for Biotecnology Information
(NCBI) (Tabela 1). Foram identificados cinco géneros de bactérias, a saber, Bacillus,
Burkholderia, Arthrobacter, Kitasatospora e Streptomyces, além de dois isolados que nao

foram possiveis de serem identificados pela metodologia utilizada (Tabela 1).

Tabela 1 — Isolados bacterianos associados a rizosfera de plantas de cana-de-agucar.

Isolados Identificacido
C1 Bacillus sp.
C2 Bacillus sp.
C3 Bacillus sp.
C4 Bacillus sp.
C5 Bacillus sp.
C6 Bacillus sp.
C7 Bacillus sp.
C8 Burkholderia sp.
C9 Sp 9

C10 Sp 10

Cll Streptomyces sp.
C12 Arthrobacter sp.
C13 Arthrobacter sp.
Cl4 Arthrobacter sp.
C15 Arthrobacter sp.
Cl6 Arthrobacter sp.
C17 Streptomyces sp.
C18 Arthrobacter sp.
C19 Kitasatospora sp.
C20 Bacillus sp.
C21 Arthrobacter sp.
C22 Streptomyces sp.
C23 Arthrobacter sp.
C24 Streptomyces sp.
C25 Streptomyces sp.

Os géneros Bacillus, Burkholderia e Streptomyces tém sido comumente relatados na
literatura em associagdo com diferentes espécies de plantas, incluindo a cana-de-agucar e outras
gramineas como promissores promotores de crescimento de vegetal (Costa et al., 2013; Oliveira

etal., 2016; Hayat et al., 2020; You et al., 2020). Bacillus spp. em associacdo com leguminosas
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promoveu aumento do comprimento e da massa seca da plantula e da raiz, beneficiando o
crescimento da planta mediante a producdo de fitohormonios (Oliveira et al., 2016). Na cultura
da cana-de-actcar a associagao com Bacillus spp. resultou no aumento do comprimento da parte
aérea e da raiz, aumento na massa fresca e seca das plantas, maior conteudo de proteina e
diversos outros importantes atributos fisiologicos (Chandra et al., 2018).

O género Burkholderia vem sendo relatado em associagdo com vérias plantas, incluindo
as gramineas (Reis et al., 2004; Estrada et al., 2013; You et al., 2020). Esse género apresenta
um metabolismo muito diverso conferindo a capacidade de atuar na promogao do crescimento
vegetal por importantes mecanismos tais como a produ¢do de AIA, fixacdo de nitrogénio,
solubilizagdo de fésforo e producdo de siderdforos (Kong e Hong, 2020). Em cana-de-ac¢ucar,
a associagdo com bactérias pertencentes a esse género pode resultar em beneficios favorecendo
o aumento da concentracao de nitrogénio nas raizes e tecidos além do aumento do crescimento

da cana (Paungfoo-Lonhienne et al., 2016).

Streptomyces, que pertence ao filo das actinobactérias, apresenta grande potencial para
a promocao do crescimento vegetal e para o biocontrole de doencas (Suarez-Moreno et al.,
2019). Sendo que alguns isolados bacterianos pertencentes a esse género apresentam a
capacidade de empregar diferentes mecanismos para promover o crescimento das plantas como
a producdo de AIA, a producdo de sideroforos e a antibiose (Kaur et al., 2019). Na cultura da
cana-de-agticar, a associagdo com a bactéria Streptomyces chartreusis favoreceu o crescimento
das plantas em condi¢des de estresse hidrico, sendo que essa bactéria foi capaz de atuar por
diferentes mecanismos, como por exemplo a produgdo de hormdnios vegetais € como
consequéncia promoveu o alongamento das raizes e aumentou a absor¢do de dgua (Wang et al

2019).
4.2.  Solubilizacao de Fosfato inorganico

Dos 25 isolados encontrados na rizosfera da cana-de-agucar, 20 (80 %) foram capazes
de solubilizar fosfato (Tabela 2) representado pela formacao do halo de solubilizagdo ao redor
das colonias (Figura 1). O aparecimento da regido translicida ao redor das colonias bacterianas
ocorre devido a transformacdo do fosfato de calcio da forma insolivel para formas soluveis.
Essa transformacdo pode ser resultado da excregio de protons (H"), da producdo de H,COs e
principalmente da producdo de acidos organicos (Pande et al., 2017; Mendoza-Arroyo et al.,
2020). Na rizosfera de cana-de-agtcar parece ser comum encontrar bactérias solubilizadoras de
fosfato, pois de 30 isolados bacterianos encontrados em associagdo com essa cultura, 90 %

apresentavam esta capacidade (Santos et al., 2012b).



25

Tabela 2 — Classificacao de bactérias isoladas da rizosfera de cana-de-aguicar em precoces ou
tardias de acordo com o tempo de aparecimento do halo.

Isolado Inicio da solubilizacao (dias) Classificacao
Bacillus sp. (C1) 2 Precoce
Bacillus sp. (C2) 2 Precoce
Bacillus sp. (C3) 2 Precoce
Bacillus sp. (C4) 2 Precoce
Bacillus sp. (C5) 2 Precoce
Bacillus sp. (C6) 2 Precoce
Bacillus sp. (C7) 2 Precoce
Burkholderia sp. (C8) 1 Precoce
Sp. 10 3 Precoce
Streptomyces sp. (C11) 8 Tardia
Arthrobacter sp. (C12) 2 Precoce
Arthrobacter sp. (C13) 2 Precoce
Arthrobacter sp. (C14) 2 Precoce
Arthrobacter sp. (C15) 3 Precoce
Arthrobacter sp. (C16) 2 Precoce
Streptomyces sp. (C17) 2 Precoce
Arthrobacter sp. (C18) 8 Tardia
Kitasatospora sp. (C19) 1 Precoce
Arthrobacter sp. (C21) 4 Tardia
Streptomyces sp. (C24) 5 Tardia

Figura 1 — Formacdo do halo de solubilizacdo (regido translicida) ao redor das coldnias
bacterianas, mostrando a capacidade desse isolado em solubilizar fosfato de célcio.

Dos 20 isolados bacterianos positivos para o teste de solubilizagdo de fosfato inorganico,
16 foram classificados como precoces e apenas quatro foram classificados como tardios em

relagdo ao tempo (dias) de aparecimento do halo de solubilizagdo (Tabela 2). Sendo que o tempo
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de aparecimento do halo de solubilizagdo variou de 1 até 8 dias apos a inoculagdo dos isolados

em meio de cultura.

O fato de um isolado bacteriano ser considerado precoce para o teste de SFI indica que
esse microrganismo poderia estar apto a solubilizar fosfato inorganico ja nos primeiros dias
apods a sua inoculagdo e, como consequéncia disso, melhorar a nutricdo e o crescimento dos
vegetais, enquanto que no caso das tardias o0 mesmo sé ocorreria em um segundo momento.
Portanto a selecao de bactérias precoces pode ser mais vantajosa do que a selegdo de bactérias

tardias.

uanto ao indice de solubilizagdo de fosfato, apos 15 dias de cultivo (IS final), uma
expressiva variabilidade foi observada. O IS final dos isolados bacterianos variou de 1,51 até

5,06 (Figura 2).
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Figura 2 — Indice de solubilizagdo (IS) final por bactérias isoladas de solo rizosférico de cana-
de-agucar. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p <
0,05).

Pode-se observar a formacdo de quatro grupos distintos de bactérias solubilizadoras
(Figura 2). O primeiro grupo ¢ composto apenas pelo isolado C10, cujo género ainda ndo pdde

ser identificado, esse isolado se destacou por apresentar o maior IS final (5,06) e por ser
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considerado um isolado precoce. O IS observado foi superior ao encontrado em isolados de
tomate (2,8 a 3,2), em isolados de sorgo (1,23 a 1,75), em isolados de milho (4,48 a 4,88) e em
um isolado do ambiente (2,85) (Chandrasekeran e Mahaligam, 2014; Pande et al., 2017; Paul e
Sinha, 2017; Mohamed et al., 2018), demonstrando que o isolado C10 apresenta grande
potencial biotecnologico. O segundo grupo de bactérias € composto por oito isolados que
apresentaram IS variando entre 2,52 até 3,07, o terceiro grupo ¢ composto por oito isolados
com IS variando entre 1,88 a 2,17 e o quarto grupo ¢ composto por trés isolados que
apresentaram os menores IS de 1,51 a 1,65 (Figura 2). Estes valores sdo proximos aos
encontrados por outros autores para isolados associados a cana-de-agucar, que apresentaram IS

variando de 1,00 a 3,48 (Santos et al., 2012b).

De modo geral podemos dizer que os isolados pertencentes ao primeiro (C10) e ao
segundo grupo (C6, C8, C5, C21, C7, C19, C24 e C3) apresentaram IS igual ou superior aos
encontrados pela maioria dos autores mencionados acima o que indica o potencial dessas
bactérias em promover o crescimento vegetal mediante a solubilizacdo de fosfato. Esse ¢ um
resultado interessante pois no caso da cultura da cana-de-agtcar, que extrai do solo quantidades
significativas de P (Surendran et al., 2016), a sele¢ao de bactérias solubilizadoras que possam

ser utilizadas como inoculantes pode ser de grande importancia.

Além disso, com exce¢do dos isolados C24 e C21, todos os demais representantes do
primeiro e segundo grupo foram classificados como solubilizadores precoces (Tabela 2), e o
fato de um isolado apresentar a capacidade de solubilizar o fosfato ja nos primeiros dias apds
sua inoculacao, bem como a capacidade de manter o indice de solubilizacdo elevado até 15°
dia, pode ser importante do ponto de vista biotecnoldgico para manter o fosforo disponivel para
as plantas em um momento inicial e em um segundo momento no qual as reservas da plantula

poderiam estar se esgotando.

Dentre os isolados mais promissores para o teste de solubilizagao de fosfato inorganico,
quatro (C3, C5, C6 e C7) pertencem ao género Bacillus. Esse género ¢ comumente relatado
como um excelente promotor de crescimento de vegetal (Oliveira et al., 2016; Mohamed et al.,
2018), sendo que a espécie Bacillus megaterium foi capaz de favorecer o crescimento de plantas
de mostarda atuando por meio solubilizacao de fosfato e de outros mecanismos (Kang et al.,
2014). O isolado C8, que também se destacou, pertence ao género Burkholderia, que € relatado
como um excelente solubilizador de fosfato (Kong e Hong, 2020), sendo que a bactéria

Burkholderia cenocepacia promoveu maior crescimento da cultura do milho mediante a
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solubilizagdo de fosfato inorginico o que demonstra a importancia desse mecanismo para a

promogao do crescimento das culturas agricolas (You et al., 2020).

4.3. Producao de acido indol-acético (AIA)

Das 25 bactérias avaliadas quanto a producdo de AIA, 15 (60%) se mostraram capazes
de produzir esse fitohomonio in vitro apds 24h de incubacao, cuja produgao variou de 0,99 até
21,38 pg mL! (Figura 3). A quantificagdo do 4cido indol acético se deu por meio da reacio
colorimétrica com o reagente de Salkowisk, que promoveu o aparecimento de uma coloragao
avermelhada variando de intensidade de acordo com as concentracdes de AIA produzido

(Figura 4).
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Figura 3 - Concentracdes (ug mL) de AIA produzido por bactérias isoladas de solo rizosférico
de cana-de-agticar. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Skott-
Knott (p < 0,05).
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Figura 4 — Gradiente de coloracdo (tons de vermelho) formado devido a reag¢do colorimétrica
do reagente de Salkowiski na presenca de concentragdes crescentes de acido indol acético.

Podemos observar a formacao de trés grupos distintos de bactérias produtoras de AIA
(Figura 3). O primeiro grupo ¢ composto apenas pelo isolado C8 pertencente ao género
Burkholderia que se destacou por apresentar a maior concentragio de AIA (21,38 pg mL™?).
Esse valor ¢ superior ao observado na bactéria Leclercia adecarboxylata que apresentou a
producdo de 9,815 pg mL™! e em bactérias do género Streptomyces que apresentaram produgio
variando entre 4,07 ¢ 7,98 pg mL! apés 96 h de cultivo (Kang et al., 2019; Sudrez-Moreno et
al., 2019), indicando assim, o potencial do isolado C8 em promover o crescimento vegetal
mediante a producdo de AIA. O segundo grupo de bactérias ¢ composto por seis isolados, os
quais apresentaram concentracdes de AIA produzido variando de 6,35 a 10,43 pg mL! e o
terceiro grupo de bactérias ¢ composto por oito isolados que apresentaram as menores
concentracdes de AIA produzido variando de 0,99 a 4,35 pg mL! (Figura 3). Esses valores
estao proximos aos encontrados em Burkholderia que foi capaz de produzir doses de AIA que

variaram de 2,9 a 4,5 ug mL™! apds 72 h de cultivo (Kong e Hong, 2020).

Portanto, podemos observar que os isolados pertencentes ao primeiro grupo (C8) bem
como os isolados pertencentes ao segundo grupo (C4, C18, C9, Cl1, C2 e C3) sdo eficientes
produtores de AIA, apresentando valores semelhantes ou superiores aos encontrados pelos
autores citados anteriormente. No entanto, ¢ importante salientar que a comparagdao de
resultados com outros estudos nem sempre ¢ uma tarefa facil, pois a producdo de AIA esta
relacionada a diversos fatores que podem influenciar a dose produzida, tais como o tempo de
incubagdo, temperatura e a composi¢ao do meio de cultura (You et al., 2020). Nos avaliamos a
producao de AIA apos 24h de incubacao, no entanto existem trabalhos que avaliam a producao

apos 42, 72, 96 e até 120 horas, assim € possivel que os isolados assumam valores superiores
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ao serem incubados por um periodo maior.

Dentre os isolados promissores para o teste de AIA, boa parte (C1, C2, C3 e C4)
pertencem ao género Bacillus e o isolado mais promissor (C8) pertence ao género Burkholderia.
Esses resultados confirmam a diversidade metabolica bem como o potencial descrito por outros
autores quanto a capacidade desses dois géneros de bactérias atuarem por diferentes
mecanismos de promocao do crescimento vegetal (Oliveira et al., 2016; Wagi e Ahmed, 2019;

Kong e Hong, 2020).

4.4. Controle biologico do Colletotrichum falcatum

Dos 25 isolados bacterianos avaliados, oito apresentaram porcentagem de inibi¢ao
inferior a 10 %, dez isolados apresentaram porcentagem de inibicao entre 10 e 20 %; seis
apresentaram porcentagem de inibi¢do entre 20 e 30 % e o destaque foi o isolado C11 que

apresentou porcentagem de inibi¢ao de 55,1 % (Tabela 3).
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Tabela 3 - Porcentagem de inibicdo ao crescimento do fungo Colletrotricum falcatum por
bactérias isoladas de solo rizosférico de cana-de-agticar. Médias seguidas de mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Kruskal-wallis (p < 0,01).

Tratamento Inibicao (%)
Streptomyces (C11) 55,1 a
Streptomyces (C22) 29,5 ab
Kitasatospora (C19) 27,2 ab
Streptomyces (C25) 25,8 ab
Burkholderia (C8) 24,1 abc
Streptomyces (C24) 24,2 abc
Streptomyces (C17) 20,5 abcd
Arthrobacter (C21) 18,7 bede
Bacillus (C3) 17,8 bedef
Arthrobacter (C16) 19,0 bedefg
Sp. 10 14,02 bedefgh
Bacillus (C6) 12,78 cdefgh
Arthrobacter (C14) 12,75 cdefgh
Arthrobacter (C12) 11,7 cdefghi
Arthrobacter (C23) 12,2 cdefghi
Arthrobacter (C13) 11,3 defghij
Bacillus (C5) 10,2 defghij
Bacillus (C7) 8,9 defghij
Bacillus (C2) 6,7 efghij
Arthrobacter (C15) 6,0 fghij
Bacillus (C4) 4,8 ghij
Arthrobacter (C18) 4.8 hij
Bacillus (C1) 1,4 1j
Sp. 09 1,1 ]
Bacillus (C20) 1,0 ]

A 1nibicdo maxima encontrada foi semelhante a observada nas bactérias Bacillus sp.,
Ochrobactrum intermedium e Escherichia sp. que apresentaram respectivamente as inibigdes
de 53 %, 61,18 % e 61,11 % ao crescimento micelial do fungo C. falcatum in vitro (Hassan et

al., 2010a; Patel et al., 2019).

A supressdo de doencas por bactérias antagonistas pode ocorrer por diversos
mecanismos de biocontrole, sendo um desses mecanismos a indu¢do da resisténcia sistémica
(IRS) nas plantas (Freimoser et al., 2019). No entanto, no teste de pareamento direto em placa
de Petri o efeito da IRS nao ¢ evidenciado. Sendo assim, podemos dizer que os diferentes niveis
de supressao ao C. falcatum observados neste estudo podem estar relacionados principalmente

a producdo de metabolitos pelos isolados antagonistas e pela competigao.

Ainda quanto a porcentagem de inibi¢do, os isolados bacterianos avaliados podem ser

divididos em trés grupos principais de bactérias antagonistas (figura 5 e figura 6). O primeiro
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grupo de bactérias ¢ composto pelo isolado C11 que apresentou a maior porcentagem de
inibi¢do ao crescimento do C. falcatum e todos os outros isolados que ndo diferiram desse
tratamento (C19, C25, C22, C8, C24 e¢ C17), o segundo grupo ¢ composto pelos isolados
intermediarios (C3, C16, C10, C6, C14, C12 e C23) e o terceiro grupo de bactérias € composto
pelo isolado C20 apresentou a menor inibi¢do ao crescimento do C. falcatum e todos aqueles
isolados que ndo diferiram estatisticamente desse tratamento (C13, C5, C7, C2, C15, C4, C18,
Cl e C9).
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Figura 5 — Porcentagem de inibi¢do ao crescimento do fungo C. falcatum por bactérias isoladas
de solo rizosférico de cana-de-agucar. Isolados bacterianos representados por barras de mesma
coloragdo sdo pertencentes a0 mesmo grupo de isolados.
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Isolado C20 Isolado C3 Isolado C11

Figura 6 — Atividade antifungica causada por bactérias isoladas de solo rizosférico de cana-de-
agucar contra C. falcatum, C11 (grupo 1), C3 (grupo 2) e C20 (grupo 3) (Ver Figura 5)

Dos sete isolados pertencentes ao primeiro grupo de bactérias apenas o isolado C8
(Burkholderia) nao pertence ao género Streptomyces e ao filo das actinobactérias. Esse filo e
mais especificamente, o género Streptomyces apresenta grande potencial em atuar como agentes
de biocontrole de diversas doencas vegetais (Vurukonda et al., 2018; Olanrewaju e Babalola,
2019). A bactéria Streptomyces sp. MR14 foi capaz de antagonizar 13 patogenos fungicos
dentre eles, o fungo Pyricularia oryzae e também fungos do género Colletotrichum (Kaur et
al., 2019). Esse mesmo género foi capaz de antagonizar patégenos fungicos e bacterianos,

dentre eles a bactéria Burkholderia glumae (Sudrez-Moreno et al., 2019).

Diversos géneros de BPCV em associacdo com a cultura da cana-de-agucar tém sido
descritos quanto a capacidade de atuarem por diferentes mecanismos de promog¢do de
crescimento vegetal (Dobereiner, 1961; Bellone et al., 1997; Reis et al., 2004; Arencibia et al.,
2006; Govindarajan et al., 2007; Hassan et al., 2010b; Santos et al., 2012b). Todavia, no que
diz respeito a utilizagdo dessas bactérias no controle de doengas da cana-de-agtcar, os trabalhos
ainda sdo escassos. Apesar de ja existirem alguns relatos de sucesso na utilizagdo de bactérias
antagonistas para o controle da podridao vermelha da cana-de-aglcar, tanto in vitro quanto in
vivo, a maior parte dos trabalhos existentes sdo desenvolvidos em outros paises (Hassan et al.,
2010a; Patel et al., 2019), sendo assim a sele¢do de isolados que sejam adaptados as condi¢des
de cultivo de cana-de-agucar no Brasil pode ser vantajosa. Além disso, a realizagdo de estudos
visando selecionar novos isolados ¢ sempre importante, pois novas linhagens de patdgenos

surgem constantemente (Viswanathan et al., 2017).
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No presente estudo foram encontrados isolados bacterianos capazes de exercer forte
inibi¢do ao crescimento do fungo C. facatum in vitro. Esses resultados indicam o potencial em
utilizar as rizobactérias para controle da podridao vermelha da cana-de-agucar principalmente
se levarmos em conta a escassez de métodos eficazes para o controle dessa doenca (Hassan et
al., 2011). No entanto, ¢ importante ressaltar que o teste de cultura pareada em placa de Petri
consiste apenas em uma triagem inicial de microrganismos antagonistas. Sendo assim, torna-se
necessario a realizacdo de mais testes in vitro utilizando diferentes meios de cultura, diferentes
linhagens do fungo patogénico e utilizando misturas de isolados, uma vez que efeitos sinérgicos
jé& foram observados ao avaliar bactérias de forma conjunta (Boer et al., 2007). Além disso sdo
necessarios experimentos visando determinar os mecanismos pelos quais os antagonistas
promovem a supressao do patégeno e, por fim, ¢ de extrema importancia a realizagdo de ensaios
em condig¢des de casa de vegetagao e em condi¢des de campo para validar o potencial observado

in vitro (Boer et al., 2007, Patel et al., 2019).

4.5. Isolados de BPCV mais promissores

Todos os 25 isolados avaliados foram capazes de atuar em pelo menos um mecanismo
avaliado, sendo que 5 destes apresentaram apenas um mecanismo, 15 isolados apresentaram

dois mecanismos e 5 isolados apresentaram os trés mecanismos testados (Tabela 4 e Figura 7).

A capacidade das BPCV atuarem por mais de um mecanismo de promog¢do do
crescimento vegetal ¢ comumente relatada na literatura (Boer et al., 2007; Patel et al., 2019;
Lebrazi et al., 2020; Mendoza-Arroyo et al., 2020; Jain et al., 2021). Bactérias do género
Azotobacter, Agrobacterium, Bacillus, Phyllobacterium e Rhizobium ja foram relatadas quanto
a sua capacidade de produzir AIA e solubilizar fosfato inorganico (Lebrazi et al., 2020; Jain et
al., 2021). Os autores associaram a multifuncionalidade das BPCV com um maior potencial
dessas bactérias em serem utilizadas como inoculantes. Sendo assim para verificagdo das BPCV
mais promissoras levou-se em conta os resultados dos testes de SFI, producdo de AIA,

antagonismo em placa, bem como a combinagdo de fungdes (Tabela 5).
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Tabela 4 — Bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV) associados a rizosfera de
cana-de-aglcar classificadas quanto a capacidade de solubilizar fosfato inorganico, produzir
AIA e atuar como agentes de biocontrole ao C. falcatum.

Isolado Identificacao ATA SFI Antagonismo
Cl Bacillus sp. 4 n i
C2 Bacillus sp. i n i
C3 Bacillus sp. + n .
C4 Bacillus sp. i n i
Cs5 Bacillus sp. i n i
Cé Bacillus sp. i} n .
C7 Bacillus sp. i n i
C8 Burkholderia sp. 4 n .
C9 Sp9 i ) i
C10 Sp 10 3 n N
Cl1 Streptomyces sp. B} n .
Cl12 Arthrobacter sp. + n n

C13 Arthrobacter sp. 1 n )
Cl4 Arthrobacter sp. + n .
Cl15 Arthrobacter sp. + n )
Cl6 Arthrobacter sp. + n n
C17 Streptomyces sp. } n N
Ci18 Arthrobacter sp. + n )
C19 Kitasatospora sp. - n n
C20 Bacillus sp. + ) i
C21 Arthrobacter sp. } n n
C22 Streptomyces sp. B} ) .
C23 Arthrobacter sp. - ) n
C24 Streptomyces sp. B} n .
C25 Streptomyces sp. 3 ) N




36

Figura 7 — Isolados de bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) associadas a
rizosfera de cana-de-agucar quanto a capacidade solubilizar fosfato (SFI), produzir acido-indol-
acético (AIA) e antagonizar o C. falcatum in vitro.

Dos 25 isolados, 7 foram considerados como os mais promissores, 0s quais pertenciam
aos géneros Bacillus, Burkholderia, Streptomyces e Kitasatospora. Dos sete isolados, cinco
apresentam capacidade de atuar por dois mecanismos de promoc¢do de crescimento (C2, C6,
C10, C11 e C19) e dois apresentam capacidade de atuar pelos trés mecanismos de promogao de

crescimento avaliados nesse estudo (C3 e C8) (Tabela 5).

Tabela 5 — Isolados de bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV) associados a
rizosfera de cana-de-agucar classificados como mais promissores com base nos testes de
caracterizacao fisiologica in vitro.

Isolado Identificacio Mecanismos de promocao de crescimento

C2 Bacillus sp. AIA e SFI

C3 Bacillus sp. AIA, SFI e antagonismo

Co6 Bacillus sp. SFI e antagonismo

C8 Burkholderia sp. AIA, SFI e antagonismo

C10 Sp 10 SFI e antagonismo

Cl1 Streptomyces sp. Antagonismo e SFI

C19 Kitasatospora sp. Antagonismo e SFI

Apesar de se mostrarem capazes de atuar mediante aos trés mecanismos de promogao
do crescimento vegetal avaliados, os isolados C12, C14 e C16 ndo se destacaram em nenhum
dos testes realizados, isto €, ndo foram incluidos como mais promissores. No entanto, devemos

levar em consideracdao que foi somente nas condigdes in vitro.
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Assim, tanto os isolados que foram considerados mais promissores quanto estes que
apresentaram os trés mecanismos deverdo ser utilizados em testes de inoculagdo in vivo, tanto
em casa de vegetacdo como em campo, para avaliar o seu potencial. Essas bactérias poderdao

também ser testadas em outras culturas ou espécies florestais.
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5. CONCLUSOES

A rizosfera da cana-de-acUcar abriga bactérias promotoras de crescimento vegetal
capazes de solubilizar fosfato inorganico, produzir acido-indol-acético, bem como promover o
biocontrole do C. falcatum in vitro, indicando o potencial de uso biotecnologico dessas
bactérias na agricultura. Recomenda-se testes in vivo, seja em casa de vegetacdo ou em campo,
para comprovar o potencial dessas bactérias em promover o crescimento vegetal e no

biocontrole para que se tornem um produto biotecnolédgico.
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