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RESUMO

SANTOS, Ariele Cristina Moreira, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa Vicosa -
Campus Rio Paranaiba, fevereiro de 2021. Selecao de Bacillus spp. para controle de
Sclerotinia sclerotiorum e promocao de crescimento em feijoeiro. Orientadora:
Liliane Evangelista Visétto. Coorientador: Everaldo Antdnio Lopes.

Algumas bactérias suprimem o desenvolvimento de fungos fitopatogénicos e podem
contribuir para 0 manejo integrado de pragas. Assim, o objetivo deste estudo foi
selecionar isolados de Bacillus spp. com potencial antag6nico para o controle de
Sclerotinia sclerotiorum. Foram avaliadas a supressdao do crescimento micelial e
inibicdo da germinacgao de esclerddios de S. sclerotiorum por substancias difusiveis e
volateis produzidas por 12 isolados de Bacillus spp. O efeito desses isolados na
reducao da incidéncia de doenca e promocao do crescimento em plantas de feijao
também foi avaliado. Dentre os isolados, GB01, GB05, GB13, GB14 e GB16
produziram substancias difusiveis capazes de inibir o crescimento micelial em 39,0;
23,7; 19,6; 26,5 e 15,3 %, respectivamente. Os isolados GB10, GB01, GB14 e GB16
inibiram em 47,1; 60,0; 69,0 e 100% a germinacao dos esclerédios em temperatura
de incubacao de 20 °C e em 47,1; 60,0; 69,0 e 100,0 % a 28°C, respectivamente.
Observou-se também que o tempo de 30 min. de exposicao a solucao dos Bacillus
spp. foi mais eficiente na inibicdo da germinacao dos esclerddios, comparado ao
tempo de 0 min. Compostos organicos volateis produzidos pelos isolados bacterianos
nao reduziram o desenvolvimento de S. sclerotiorum e a germinagao dos esclerddios.
Os isolados GB01, GB14 e GB16, selecionados nos testes in vitro, foram avaliados
quanto a capacidade de promover crescimento de feijoeiros e reduzir a incidéncia de
mofo branco. O percentual de plantas doentes variou entre 0 % (isolado GB14) e 12,5
% (Controle negativo). Nenhum isolado de bacteriano promoveu crescimento de
feijoeiros. Os isolados GB01, GB14 e GB16 de Bacillus spp. apresentam potencial
para uso no biocontrole de S. sclerotiorum, no entanto, é necessario o
estabelecimento de padrdes que adequem as particularidades quanto a adaptacao
desses microrganismos ao ambiente.

Palavras-chave: Controle Biolégico. Mofo Branco. Manejo Integrado de Doencas.
Fitossanidade.



ABSTRACT

SANTOS, Ariele Cristina Moreira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa - Vigosa -
Campus Rio Paranaiba, February, 2021. Selection of Bacillus spp. for the control
of Sclerotinia sclerotiorum and growth promotion in common bean. Adviser:
Liliane Evangelista Visétto. Co-adviser: Everaldo Antdnio Lopes.

Some bacteria suppress the development of phytopathogenic fungi and can contribute
to integrated pest management. Thus, the aim of this study was to select isolates of
Bacillus spp. with antagonistic potential for the control of Sclerotinia sclerotiorum. The
suppression of mycelial growth and inhibition of the germination of sclerotia of S.
sclerotiorum, by diffusible and volatile substances produced by 12 isolates of Bacillus
spp., were evaluated. The effect of these isolates on reducing the incidence of disease
and promoting growth in bean plants was also evaluated. Among the isolates, GBO1,
GBO05, GB13, GB14 and GB16 produced diffusible substances capable of inhibiting
mycelial growth by 39.0; 23.7; 19.6; 26.5 and 15.3 %, respectively. Isolates GB10, GBO1,
GB14 and GB16 inhibited by 47.1; 60.0; 69.0 and 100 % the germination of sclerotia at
an incubation temperature of 20°C and 47.1; 60.0; 69.0 and 100.0 % at 28°C,
respectively. The time of 30 min. of exposure to Bacillus spp. it was more efficient to
inhibit the germination of sclerotia, compared to the time of 0 min. Volatile organic
compounds produced by bacterial isolates did not reduce the development of S.
sclerotiorum and the germination of sclerotia. The isolates GB01, GB14 and GB16,
selected in the in vitro tests, were evaluated for their ability to promote the growth of
beans and reduce the incidence of white mold. The percentage of diseased plants varied
between 0% (isolated GB14) and 12.5% (negative control). No bacterial isolate promoted
bean growth. The isolates GB01, GB14 and GB16 from Bacillus spp. have potential for
use in the biocontrol of S. sclerotiorum, however, it is necessary to establish standards
that suit the particularities regarding the adaptation of these microorganisms to the

environment.

Keywords: Biological control. White mold. Integrated Disease Management. Plant
health.
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1. INTRODUCAO

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary é um fungo necrotréfico que causa a
doenca denominada podridao-de-esclerotinia, murcha-de-esclerotinia, ou mofo
branco, sendo este Ultimo o nome mais comum. E considerado um dos patégenos
mais devastadores e cosmopolitas, pois infecta mais de 400 espécies de plantas,
incluindo culturas economicamente importantes, a exemplo de algodao, soja, girassol,
feijdo, grédo de bico, amendoim, ervilha, cebola, cenoura, batata, tomate e morango
(Bolton et al., 2006).

O fungo produz esclerdédios e pode permanecer viavel no solo em condigbes
adversas por até 10 anos. O esclerddio possui forma arredondada ou alongada e é
constituido por um agregado de hifas com alto teor de melanina, composto importante
na protecdo a condigdes adversas e degradacao microbiana (Bell e Wheeler, 1986).
A medula do esclerédio é composta por carboidratos, principalmente B-glucanos e
proteinas envolvidas por uma matriz fibrilar (Bolton et al., 2006). A maioria dos
esclerédios de S. sclerotiorum germina carpogenicamente, produzindo apotécios e
subsequentemente ascésporos, que infectam partes das plantas hospedeiras acima
do solo. Fatores ambientais condicionam a germinagdo carpogénica, incluindo a
temperatura do solo (10-20°C), alta umidade (potenciais hidricos de 100 kPa por 1-2
semanas) e também a temperatura na qual os esclerédios foram produzidos
(Derbyshire et al., 2017). A doenga geralmente se inicia em reboleiras na lavoura,
principalmente nos locais de alta densidade e acamamento de plantas, o qual ajuda a
manter a alta umidade do solo (Choi et al., 2017). Tecidos senescentes ou necroéticos
também contribuem como fonte de nutrientes, para iniciar o processo de germinacao
do ascésporo, dando origem a infecgdo micelial da planta hospedeira (Bolton et al.,
2006).

Os sintomas do mofo branco ocorrem comumente em vagens, hastes, caules
e folhas. Na parte aérea, o fungo pode causar lesdes inicialmente pequenas e
aquosas. Estas lesbes rapidamente aumentam de tamanho, afetando todo o 6rgéao e
podem expandir para o peciolo e caule. Com o desenvolvimento da doenga, as partes
afetadas perdem a cor, tornam-se amareladas e marrons, produzindo podridao mole
nos tecidos (Barro et al., 2019). As lesbGes geralmente se desenvolvem em tecidos
necréticos onde, subsequentemente aparecem manchas de micélio branco macio,

que é o sinal mais 6bvio de plantas infectadas por S. sclerotiorum (Fagundes-Nacarath



et al., 2018). Uma vez iniciada no hospedeiro, a infec¢cdo pode se espalhar para outras
plantas através do contato planta a planta (Bolton et al., 2006).

Marcadores fortemente associados a genes de resisténcia e loci de
caracteristicas quantitativas (QTL) para resisténcia a S. sclerotiorum, ja foram
relatados em importantes culturas incluindo soja, girassol, feijado comum, colza e
canola (McCaghey et al., 2017; Gyawali et al., 2016). No entanto, a resisténcia a S.
sclerotiorum é uma caracteristica genémica complexa, e ha poucos cultivares
comerciais resistentes ou parcialmente resistentes a essa doenga, 0 que torna o
manejo bastante dificil (Delton-Giles et al., 2018). Devido a falta de niveis adequados
de resisténcia do hospedeiro, os fungicidas tem sido um dos principais métodos de
controle para doencas causadas por S. sclerotiorum (Bardin e Huang, 2001). Os
fungicidas sao rotineiramente usados para impedir o estabelecimento de S.
sclerotiorum no tecido vegetal, na tentativa de interromper o ciclo da doenca. No
entanto, o controle pode ser inconsistente devido as dificuldades em obter boa
cobertura de pulverizacao e aplicacao correlacionada com a liberacao de ascdsporos.
Além disso, devido ao impacto do uso de pesticidas no meio ambiente e na cadeia
alimentar, a agricultura convencional esta sofrendo transicdo para uma agricultura
mais sustentavel (Pannullo et al., 2018). Em decorréncia disso, bioprodutos estdo
sendo desenvolvidos com o objetivo de reduzir 0 uso de agroquimicos.

Varios microrganismos ja foram relatados como agentes eficazes no
biocontrole de doencas causadas por S. sclerotiorum, por exemplo, os fungos
Coniothyrium minitans (Jajor et al., 2017) e Trichoderma harzianum (Zhang et al.,
2016); e bactérias, como Bacillus amyloliquefaciens (Alvarez et al., 2011; Fernando et
al., 2007), Bacillus subtilis (Sum et al., 2017) e Pseudomonas chlororaphis (Fernando
et al., 2007). Espécies de Bacillus ssp. podem ser encontradas em varios ambientes,
sao faceis de serem cultivadas, pois crescem rapidamente em grande numero de
substratos, e ndo sado patogénicas para plantas superiores. Sao os principais
antagonistas usados no controle biolégico em escala global e algumas espécies
podem promover o crescimento de plantas. Ansary et al. (2018) isolaram 16 diferentes
morfotipos de Bacillus, trés inibiram significativamente o crescimento de S.
sclerotiorum através de altera¢des nas hifas e reducao do peso seco micelial. Quando
as sementes de pepino e arroz foram tratadas com as mesmas bactérias, observou-
se aumento da germinacao das sementes, do vigor e do crescimento de plantulas e

do numero de raizes por planta.
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Alguns isolados de Bacillus ssp produzem metabdlitos antimicrobianos. Esses
compostos incluem lipopeptideos (iturina A, fengicina, bacilomicina D ciclica) (Gond
et al., 2015; Sabaté et al., 2018), siderdforos (éster trimérico 2,3-diidroxibenzoato-
glicina-treonina, bacilibactina) (Yu et al., 2011), policetideos ndo ribossomais
(bacilaeno, macrolactina e dificidina) (Chen et al., 2009), entre outros. A atividade de
biocontrole exibida por espécies de Bacillus ssp. também pode ser atribuida a
producdo de compostos organicos volateis, que podem proteger diretamente as
plantas contra fitopatégenos e / ou indiretamente pela inducao de resisténcia. Dentre
esses compostos, o0 acido acético e 2-nonanona (Giorgio et al., 2015), a undecanona,
0 benzotiazol, 1,3-butadieno e a N,N-dimetildodecilamina demonstraram forte
atividade inibitéria sobre o micélio de S. sclerotiorum (Massawe et al., 2018).

Nesse sentido, a selecao de Bacillus spp. para o biocontrole de S. sclerotiorum
pode ser considerada importante ferramenta no manejo da doenca, aliada a
sustentabilidade para a agricultura. Assim, o objetivo deste estudo foi selecionar
isolados de Bacillus spp. com potencial antagénico para o controle de S. sclerotiorum

e promocao de crescimento em feijoeiro.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Microrganismos e condicoes de crescimento

As cepas de doze Bacillus spp. foram fornecidas pelo acervo do Laboratoério
de Genética e Biotecnologia - GENEB do Centro Universitario de Patos de Minas -
UNIPAM, localizado em Patos de Minas/MG. As bactérias desse acervo foram
isoladas do solo em diferentes locais de mata nativa na regiao do Alto Paranaiba-MG,
utilizando a metodologia descrita por Melo e Azevedo (2000). A pureza dos isolados
recebidos foi avaliada pelo método de estriamento na placa de Petri, previamente
preenchidas com 25 mL de meio de cultura agar nutriente (AN), mantidas em estufa
por 72 h a 30°C. Apés esse periodo, foi avaliado se havia crescimento de apenas uma
variedade de bactéria, observando morfologia, textura e formato. Certificada essa
questao, realizou-se choque térmico nas amostras para preservacdao em solucéo de
glicerol 50 % (v:v) e armazenamento em freezer (-20°C) na forma de esporos.

Para a multiplicacao dos isolados, foi transferida uma colénia da cepa matriz
para 45 mL de meio de cultura Luria Bertani (LB) e incubado a 30°C, e agitado a 200
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rom. Para visualizagdo da esporulacéo foi realizada a microscopia das suspensoes.
Com 24 h de crescimento foi observado somente células vegetativas (de cor bem
acinzentada). Com o passar do tempo houve consumo dos nutrientes, alteracdo de
pH e com aproximadamente 48 h a célula entrou em estresse e entao foi possivel
observar algumas células com endosporos (célula brilhante — esporo, dentro da célula
vegetativa) iniciando a formacdo do cértex (camada mais externa do esporo) em sua
volta. As 72 h de crescimento, o cortex do esporo estava completamente formado,
houve lise celular e foi possivel observar poucas ou nenhuma célula vegetativa. Nesse
ponto, a bactéria estacionou seu ciclo, ficando inativa momentaneamente, no entanto,
quando encontrar condi¢gdes favoraveis, conseguira retornar ao seu desenvolvimento
normal. No experimento in vivo, por exemplo, foi necessario que o isolado atingisse a
fase de esporulacao, pois, a fase vegetativa é considerada fragil. O esporo por sua
vez, mesmo com mudanca de temperatura e pH, é capaz de se adaptar e se
desenvolver.

O fitopatdégeno S. sclerotiorum foi fornecido pelo Laboratério de Fitopatologia
e Microbiologia - NUMIF do Centro Universitario de Patos de Minas - UNIPAM,
localizado em Patos de Minas/MG. Nos testes in vitro foram utilizados discos de
micélio e esclerodios, e no teste in vivo foi usado discos de micélio para colonizagao
do substrato arroz, como patégeno na planta. Para obtencéo dos discos de micélio,
placas de Petri contendo 30 mL de meio de cultura agar dextrose - batata (BDA) foram
preparadas a partir de um disco de micélio com cerca de 0,8 cm de didmetro do acervo
original e mantidas a 25°C em sala de crescimento até completa colonizagao do
patdgeno por toda superficie da placa.

Para aquisicdo dos esclerédios com tamanho e viabilidade padronizados, o
meio de cultura preparado foi caseiro a base de batata, agucar e agar (Dhingra e
Sinclair, 1995). A partir da placa do acervo original, um disco de micélio com cerca de
0,8 cm de diametro foi transferido para placa contendo o meio de cultura caseiro e
mantida a 25°C, em sala de crescimento até completa colonizacdo do patégeno por
toda superficie da placa. A partir dessa fase, a escassez de nutriente e espacgo induz
a producao dos esclerddios (estrutura de resisténcia), que até encontrar ambiente

propicio para sua germinagéo, estaciona seu ciclo.

2.2. Anadlises antagonistas
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2.2.1. Supressao do crescimento de S. sclerotiorum por substancias difusiveis
produzidas por Bacillus spp.

Para a determinacao da atividade antagonista foram avaliados doze isolados
de Bacillus spp. (GB01, GB05, GB08, GB09, GB10, GB11, GB12, GB13, GB14, GB16,
GB24, GB26), um produto biol6gico comercial composto por Bacillus subtilis linhagem
QST 713 Serenade® e um tratamento controle (sem a presenca de bactéria).

O teste de antagonismo realizado foi o de confronto direto, utilizando o método
de cultura pareada, descrito por Dennis e Webster (1971). Para isso, um disco de
micélio de 0,8 cm de diametro do fitopatdgeno foi depositado a 1,0 cm da borda em
placa de Petri contendo BDA. Posteriormente, o isolado bacteriano foi transferido para
o0 meio de cultura do lado oposto da placa a 1,0 cm da borda. O controle consistiu de
um disco de micélio de 0,6 cm de diametro de S. sclerotiorum. As placas foram
mantidas a 25°C por 14 dias ou até que o fungo do tratamento controle tenha crescido
por toda superficie da placa. A area da colénia de S. sclerotiorum foi determinada
através do programa Image Tool 3.0 (Uthscsa, 2019). A formacao de halos de inibicao
entre as colbnias foi registrada.

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado (DIC)
com cinco repeticdes, considerando-se cada placa uma unidade experimental. O

experimento foi conduzido duas vezes.

2.2.2. Inibicdo da germinagéo de esclerddios de S. sclerotiorum por compostos
difusiveis produzidos por Bacillus spp.

Vinte esclerddios, foram imersos em suspensdo bacteriana por 0 min.
(transferéncia para o meio BDA logo apés imersao) e 30 min. (transferéncia para o
meio BDA apds 30 min. de imers&o). Dez desses esclerddios foram retirados das
placas e esterilizados superficialmente, por imersdo em etanol 70 % (v / v) por 1 min.,
em solucao de hipoclorito de sédio por 5 min. e enxague com agua destilada estéril.
Uma vez secos em papel de filtro, os esclerddios foram transferidos para o meio BDA
e incubados a 20°C por sete dias. Os outros dez esclerddios restantes foram
submetidos aos mesmos procedimentos descritos anteriormente; no entanto, foram
mantidos a 28°C por sete dias. Essa etapa teve como objetivo avaliar se a temperatura
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de incubacdo dos esclerodios em temperatura mais favoravel ao crescimento
bacteriano afeta a germinacdo, ja que 28°C pode favorecer o crescimento de
eventuais isolados que tenham desenvolvimento mais lento a 20°C (Zancan et al.,
2012).

Apo6s o periodo de sete dias foram avaliados o numero de esclerodios
germinados e, ou colonizados por bactérias, com auxilio de microscopio
estereoscopico. O experimento foi realizado em DIC com esquema fatorial completo
triplo 14x2x2 (isolados bacterianos x tempos de imersao na suspensao bacteriana x
temperaturas de incubagéo), com cinco repeti¢des, considerando-se cada placa uma
unidade experimental. Os dados obtidos foram analisados em conjunto, em razao da
auséncia de interacao entre os tempos e temperaturas dos experimentos e o0s
isolados. Os numeros de esclerédios germinados e, ou colonizados por bactérias

foram convertidos para valores percentuais. O experimento foi conduzido duas vezes.

2.2.3. Supressao do crescimento de S. sclerotiorum por compostos organicos
volateis produzidos por isolados de Bacillus spp.

Os isolados de Bacillus spp. foram testadas quanto a sua capacidade de
produzir substancias volateis que inibem o crescimento de S. sclerotiorum usando a
técnica de placa dupla. Cem microlitros das suspensdes bacterianas, preparados
como descrito acima (item 2.1), foram transferidos para placas de Petri contendo agar
Luria Bertani (4gar LB). Trés discos de micélio de 0,8 cm foram colocados na
superficie do BDA em cada placa. Posteriormente, as placas de Petri contendo os
discos miceliais foram colocadas invertidas sobre as placas agar LB semeadas com a
bactéria. Cada par de placas foi selado com filme plastico para evitar o
extravasamento dos compostos volateis bacterianos. As placas foram mantidas a
25°C por 5 dias. O tratamento controle foi preparado de maneira semelhante, mas
sem bactéria. O diametro da col6nia de S. sclerotiorum foi determinado apdés o controle
ter crescido em toda superficie.

Para verificar se os volateis bacterianos tinham acao fungicida ou fungistatica,
os micélios de S. sclerotiorum expostos a substancias volateis por 5 dias foram
colocados em BDA fresco e mantidos a 25 °C por 5 dias, com posterior avaliacdo da
capacidade de crescimento.
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O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado (DIC),

ensaio realizado duas vezes com trés repeticoes.

2.2.4. Inibicao da germinacao dos esclerédios de S. sclerotiorum por compostos

organicos volateis produzidos por isolados de Bacillus spp.

Com o objetivo de avaliar o efeito dos volateis bacterianos sobre os
esclerédios de S. sclerotiorum, placas de Petri contendo BDA foram divididas em trés
setores. Em dois setores foram colocados esclerddios (um esclerédio por setor) e no
terceiro setor foram aplicados 50 pL de suspenséao bacteriana. O crescimento radial
do micélio que cresceu nos esclerédios foi determinado apds 5 dias de incubacéao a
25°C. Para verificar viabilidade dos esclerddios apbés exposicdo aos volateis
bacterianos por 5 dias, eles foram recolocados em BDA fresco e incubados a 25°C
durante 5 dias, com posterior avaliagao da capacidade de crescimento.

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado (DIC). Os

experimentos foram realizados duas vezes com trés repeticdes por tratamento.

2.3. Aplicacao de Bacillus spp. para o manejo do mofo branco e a promocao de
crescimento de plantas de feijao em casa de vegetacao

O cultivo de S. sclerotiorum foi feito em graos de arroz. Para isso, 2 Kg de
arroz foram mergulhados em agua por mais ou menos 15 min. Apds esse tempo, a
agua foi retirada e aproximadamente 400 g de arroz foram transferidos para sacos
plasticos e autoclavados por 20 min. Apés o resfriamento do substrato, 10 discos de
micélio de S. sclerotiorum foram inoculados e mantidos a temperatura de + 25°C e
umidade relativa entre 70 e 80 % em sala de crescimento. A cada dois dias, 0s sacos
contendo o substrato e o fungo foram revolvidos para entrada de oxigénio e para a
obtencao de uma colonizacao uniforme e viavel em todo o substrato.

Concentragdes dos isolados bacterianos GB01, GB14 e GB16, selecionados
nos testes in vitro contra S. sclerotiorum, foram determinadas através da técnica de
diluicdo seriada para padronizagéo (30 a 300 UFC mL") (Brandi et al., 2019). Foram
aplicadas concentragoes de 1,61x108 UFC mL"' de GBO01; 8,33x107 UFC mL" de
GB14 e 3,9x10” UFC mL'de GB16.
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Vasos plasticos de 3 L de capacidade foram preenchidos com solo
autoclavado, artificialmente infestado com 15 g do arroz colonizado com o patégeno
e adubado com 2 g de MAP [10 % a 12 % de Nitrogénio (N) amoniacal e 50 % a 54 %
de P205 (fésforo)]. Em seguida, foi aplicada 100 mL de solugdo micronutriente (1,807
g de H3sBOs, 2,405 g de CuS04.5H20, 2,926 g de FeCls.6H20, 5,141 g de MnCl2.4H20,
0,134 g de NaMo0O4.2H20 e 6,862 g de ZnS04.7H20 diluidos em 13 L de agua) e por
fim, o solo foi irrigado com 400 mL de 4gua.

Para semeadura foi feito um sulco de plantio na parte central do vaso, com
aproximadamente 2 cm de profundidade, e colocadas quatro sementes de feijao
comum (Phaseolus vulgaris, L.) cv. Pérola por vaso.

As cepas de Bacillus spp. e o fungicida biolégico comercial (Bacillus subtilis
linhagem QST 713 Serenade®) foram aplicados 2 L ha™ no sulco de plantio, com
auxilio de pulverizador de compressao (Guarany® 1,25 L, vazdo de 3,4 mL por
segundo). O tratamento sem aplicacao de solugdo microbiana foi considerado controle
negativo.

As plantas foram mantidas em casa de vegetacao climatizada a temperatura
de £ 30°C e umidade relativa £ 60 % e irrigadas diariamente. No vigésimo dia foi feita
cobertura com formulagdo 30 00 20 do adubo mineral NPK, aplicando 2 g dessa
formulacdo em cada vaso. O desbaste foi feito no décimo quinto dia do experimento,
deixando uma planta por vaso. O experimento foi conduzido por 50 dias, sendo
também nesse dia realizada as avaliagdes.

O delineamento experimental adotado foi em blocos casualizados com oito
repeticdes, considerando-se cada vaso uma unidade experimental.

As variaveis avaliadas foram incidéncia de doenca, variaveis fotossintéticas e

variaveis de crescimento.

2.3.1. Incidéncia de doenca

Para avaliagao da incidéncia da doenga foi utilizado o método qualitativo, onde
contabilizou-se o niumero de plantas mortas e dividido pelo numero total de plantas e
o resultado obtido foi transformado em porcentagem equivalente de incidéncia da

doenca por tratamento.
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2.3.2. Variaveis fotossintéticas

Os atributos de fluorescéncia e trocas gasosas foram avaliados com um
analisador portatil infravermelho (LICOR 6400XT, Li-COR, Lincoln, Nebraska) em
folhas totalmente expandidas apéds 50 dias de plantio. Taxa de assimilacao de carbono
(A), condutancia estomatica (gs) e taxa de concentragao interna e externa de CO2
(Ci/Ca) foram determinadas em sistema aberto sobre luz artificial saturada (1.000 ymol
m=2 s de fétons) e, simultaneamente, foi determinada a eficiéncia da captura da

energia excitada pelos centros de reacao do fotossistema Il (Fv'/Fm’).
2.3.3. Variaveis de crescimento

Os parametros de crescimento analisados foram massa seca de parte aérea,
raiz, folha, e area foliar. Para o calculo da area foliar, 10 discos de 1,5 cm?2 foram
coletados de folhas, com o auxilio de um perfurador circular, acondicionados em sacos
de papel e secos em estufa de circulagao forgcada de ar a 65 °C por 72 h. A area foliar
foi estimada através do peso seco dos discos e das folhas, utilizando a seguinte

formula:

o (PSF + PSD) x 15
B PSD

Sendo que:

AF: area foliar

PSF: peso seco de folha
PSD: peso seco de discos

Parte aérea, raiz e folhas das plantas de cada tratamento foram separadas
para determinacdo da massa seca das partes citadas. A raiz e o caule foram
separados na regiao do colo da planta e foram também retiradas todas as folhas da
parte aérea. Cada uma dessas partes foi acondicionada separadamente em sacos de
papel e submetidas a secagem em estufa com circulacéo forcada de ar a = 70°C por
um periodo médio de 72 h até a obtencdo de peso constante. Posteriormente foi
determinado o peso seco utilizando balanca de precisao.



17

2.4. Analises Estatisticas

Os dados de crescimento micelial, incidéncia da doencga, parametros
fotossintéticos e ganho de biomassa foram submetidos a anélise de variancia e para
comparacdo entre os tratamentos foi utilizado o teste de Scott Knott a 5 % de
probabilidade.

A porcentagem de inibicdo da germinacdo de esclerédios submetidos a
diferentes temperaturas de incubacao (20 e 28°C) e o tempo de exposicdo dos
esporos as solugbes de Bacillus sp. (0 e 30 min.) foram submetidas ao teste nao
paramétrico de Kruskal Wallis.

3. RESULTADOS

3.1. Interacao antagonista in vitro entre S. sclerotiorum e isolados de Bacillus spp.

No experimento de culturas pareadas fica evidente que, o crescimento
micelial de S. sclerotiorum em diregéo as colbénias de algumas cepas de Bacillus spp.
como GB01, GB14 e GB16, foi inibido de modo semelhante ao controle positivo —
Bacillus subtilis linhagem QST 713 Serenade® (Figura 1). Zonas claras de inibicao
formadas no meio sdo decorrentes dos metabdlitos difusiveis produzidos pelas
bactérias.
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Figura 1 — Interagbes antagonistas entre diferentes isolados de Bacillus spp. e
Sclerotinia sclerotiorum. Controle negativo: meio sem bactéria. Controle positivo:
Bacillus subtilis linhagem QST 713 Serenade®.

GB14
Fonte: Arquivo pessoal (2021).

3.2. Reducao do crescimento micelial de S. sclerotiorum por isolados de Bacillus
spp-

A inibicdo do crescimento micelial de S. sclerotiorum provocada por
compostos difusiveis produzidas por isolados de Bacillus spp. variou
significativamente entre os isolados (Figura 2). As cepas GB16, GB13, GB05, GB14 e
GBO01 apresentaram as maiores porcentagens de inibicdo do crescimento micelial,
15,3; 19,6; 23,7; 26,5 e 39,0%, respectivamente. O isolado GB01 exibiu maior
capacidade inibitéria sobre o fitopatégeno em 16 % quando comparado ao controle
positivo. Por outro lado, os isolados GB08, GB12, GB24 e GB26 nao afetaram o
crescimento de S. sclerotiorum.
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Grafico 1 — Inibigdo do crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum in vitro por
cepas Bacillus spp. As barras representam valores médios + Desvio Padrao de cinco
repeticdbes. Valores médios acompanhados por letras diferentes séo
significativamente diferentes pelo teste Scott Knott a 5 % de probabilidade. C-:
controle negativo (meio sem bactéria). C+: controle positivo (Bacillus subtilis linhagem
QST 713 Serenade®).
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3.3. Inibicao da germinacao dos esclerodios de S. sclerotiorum por isolados de
Bacillus spp.

A inibicdo da germinacéo dos esclerddios mantidos a 20°C e 28°C por 7 dias
e 0 tempo de exposicao as solucdes dos diferentes isolados de Bacillus sp. variou
significativamente entre os tratamentos (Figura 3A e B). Os isolados GB10, GBO01,
GB16 e GB14 foram os mais eficientes na inibicdo da germinacédo dos esclerddios,
alcancando 47,1; 60,0; 69,0 e 100,0 % de inibicao a 20°C (Figura 3A) e 45,5; 70,0;
100,0 e 100,0 % a 28°C (Figura 3B), respectivamente. O periodo de 30 min. de
exposicao foi mais eficiente na inibicao da germinagao do que 0 min. (Figura 3A e B).
A imersao de esclerodios no isolado GB14 por 30 min. provocou 100 % de inibicdo da
germinacao nas temperaturas de incubacao de 20 e 28°C. Os isolados GB14 e GB16

exibiram efeito inibitério de 100 % quando comparado ao controle negativo (0 %) a



20

temperatura de 28°C, e quando comparado com o controle positivo (65 %), esses
isolados tiverem maior efeito inibitério em 35 %. Por outro lado, a porcentagem de
inibicdo provocada pelos isolados GB05, GB11, GB12, GB24 e GB26 a 28°C variou
de 21 — 39 % e quando foram mantidos a 20°C exibiram 0 — 33 % atividade inibitéria
sobre os esclerddios.

Gréfico 2 — Esclerddios mantidos em meio de cultura cdmara climatizada a 20°C (A)
e a 28°C (B) por 7 dias. Barras representam valores médios + Desvio Padrao cinco
repeticdes. As variaveis tratamentos, tempo exposi¢do dos esclerddios solugdes dos
Bacillus spp. e temperatura de incubagdo foram submetidas analise ndo paramétrica
de Kruskal Wallis. Médias tratamentos acompanhadas letras diferentes na figura
foram significativamente diferentes pelo teste t (alfa = 0,05) soma de ranks
tratamentos. C-: controle negativo (esporos nao imersos nas solugdes bacterianas).

C+: controle positivo (esporos imersos a solugdo de Bacillus subtilis linhagem QST
713 Serenade®).
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3.4. Inibicao do crescimento micelial e germinacao de esclerédios de S.
sclerotiorum por compostos organicos volateis produzidos por isolados de
Bacillus spp.

O efeito de compostos organicos volateis produzidos pelas bactérias também
foram avaliados sobre o crescimento micelial e a germinagcdo de esporos de S.
sclerotiorum in vitro. Entretanto, ndo foi observada atividade inibitéria desses
parametros avaliados. Nenhum isolado produziu compostos organicos volateis capaz

de inibir o crescimento micelial e a germinacao de esclerddios de S. sclerotiorum.

3.5. Manejo do mofo branco e a promocao de crescimento de plantas de feijao
por cepas de Bacillus spp.

A incidéncia de mofo branco foi reduzida em 0 e 6,25 % em parcelas tratadas
com GB14 e GB01 em comparacao com o controle negativo (Tabela 1).

Em relagdo aos parametros fotossintéticos, apenas na variavel eficiéncia da
captura da energia excitada pelos centros de reagdo do fotossistema Il (Fv'/Fm')
(Transpiragao), houve diferenca estatistica significativa. Nos tratamentos com as
bactérias, GB01, GB14 e GB16 observou-se maior taxa de transpiracao das plantas
do que nos controles negativo e positivo (Tabela 1).

Para todos os parametros de crescimento também n&o houve diferenca
estatistica significativa. Na massa seca de parte aérea, a maior média entre os
tratamentos (GB14: 3,8079), variou para a menor média (GB16: 3,263g), em 0,544 g.
A massa seca de raiz, variou em 0,887 g, em relacdo a maior média (CT: 3,024) e
menor média (GB16: 2,137). J& na massa seca de folha, a maior média (GBO1:
4,8079), diferenciou em 0,873 g, da menor média (GB16: 3,9349). Assim como, para
massa seca de didametro da folha, a maior média (GB14: 0,058g), diferenciou da menor
média (GB16: 0,050g), em 0,008 g.
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Tabela 1 — Efeito de isolados de Bacillus spp. na incidéncia de mofo branco, parametros fotossintéticos, ganho de biomassa em
plantas de feijao aos 50 dias de cultivo em casa de vegetacao. Inibicdo do desenvolvimento de Sclerotinia sclerotiorum aplicado por
meio de arroz infestado em vasos semeados com feijao comum, inoculados em sulco de plantio por solugdes de diferentes isolados
de Bacillus spp. Os dados apresentados na tabela representam os valores médios + DP de oito repeticdes dos cinco tratamentos.
Médias seguidas pela mesma letra nas linhas nao diferem entre si ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste de Scott-Knott. C-:
controle negativo (vasos nao inoculados com isolados bacterianos no sulco de plantio). C+: controle positivo (vasos inoculados com
solugao de Bacillus subtilis linhagem QST 713 Serenade®no sulco de plantio). CV%: coeficiente de variagdo. A: taxa de assimilagao
de carbono. Gs: condutancia estomatica. Ci/Ca: taxa de concentracao interna e externa de CO2. MSPA: massa seca de parte aérea.

MSR: massa seca de raiz. MSF: massa seca de folha. MSD: massa seca do disco foliar.

Tratamentos

CV%

Variaveis C- C+ GBO1 GB14 GB16
Incidéncia da doenca (%) 12,5a 6,25a 6,25a Oa 12,5a 28,19
A 9,143,1a 7,4+3,9a 11,846,7a 13,8+3,3a 10,4+4,1a 56,47
Gs 0,10+0,02a 0,11+0,05a 0,17+0,10a 0,15+0,05a 0,12+0,06a 64,42
Ci/Ca 281,0+38,0a 306,9+33,0a 284,8+43,6a 232,9460,5a 256,7+26,5a 45,95
_ Transpiragao 1,3440,24b 1,53+0,72b 2,66+1,40a 2,6310,94a 2,14+0,98a 62,09
Area Foliar (cm?) 1251,1+339,2a 1237,54513,3a 1369,84434,6a 1210,2+664,1a 1171,9+496,3a 53,96
MSPA (g) 4,0+1,9a 4,2+2 2a 3,9+1,5a 3,8+2,0a 3,9+1,8a 62,5
MSR (9g) 3,4+1,3a 2,5+1,2a 2,6+0,9a 2,5+1,1a 2,7+0,9a 56,12
MSF (g) 5,0+1,8a 4,842 3a 5,1+1,8a 4,6+2,4a 4,442 0a 57,3
MSD (g) 0,06+0,01a 0,06+0,01a 0,06+0,01a 0,06+0,01a 0,05+0,009a 36,47

Fonte: Arquivo pessoal (2021).
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4. DISCUSSAO

A utilizacdo de cepas bacterianas no controle de fitopatégenos tem sido
explorada como opc¢ao a ser adotada em Sistemas de Manejo Integrado. No presente
estudo, foi avaliado o potencial de 12 isolados de Bacillus spp. no controle do fungo
necrotréfico S. sclerotiorum. Deste total, os isolados GB01, GB14 e GB16 inibiram o
desenvolvimento micelial e a germinacao de esclerddios do fitopatdogeno. A inibicao
do crescimento micelial de varios fungos fitopatogénicos, incluindo S. sclerotiorum por
cepas de Bacillus ja foram previamente reportadas (Alvarez et al., 2011; Ansary et al.,
2018; Fira et al.,, 2018; Farzand et al., 2019). Essa capacidade em geral esta
relacionada a competicdo por espaco e nutrientes, antibiose e/ou sintese de
substancias (Knaak et al., 2010). A antibiose é um processo de producdo de
metabolitos que pode levar a lise ou dissolugdo celular. Ensaios in vitro com extratos
metandlicos e de acetato de etila de cepas de Bacillus ssp. mostraram inibigéo
significativa e reducao do crescimento de S. sclerotiorum (Wang et al., 2020). Em outro
estudo, foram identificadas 12 cepas de B. thuringiensis que diminuiram diretamente
o crescimento de S. sclerotiorum in vitro, também devido a sua capacidade de produzir
substancias antifungicas (Hu et al., 2019). Essas substancias podem inibir diretamente
o crescimento do fitopatdégeno ou induzir a resisténcia sistémica nas plantas.

Varios compostos antifungicos produzidos por diferentes espécies de Bacillus
sp. foram identificados e mostraram habilidade para suprimir o crescimento de S.
sclerotiorum. Liberacao de proteases e compostos termo estaveis (Principe et al.,
2007); lipopeptideos ciclicos como surfactina, fengicinas e iturinas (Alvarez et al.
2011); bacilomicina, bacilaeno, platazolicina e basilisina tém sido reportados como
compostos que exibem atividade antagonista (Gu et al., 2017). Esses compostos
apresentam diferentes sitios de agdo. A iturina, por exemplo, aumenta a
permeabilidade da membrana celular de patdégenos de plantas por aumentar a
mobilizacao de ions K* (Yu et al., 2002). Alguns compostos antimicrobianos inibem a
germinacdo de esporos, reduzem o desenvolvimento e provocam alteracdes
ultraestruturais (Romero et al., 2007). Os resultados obtidos no presente estudo
sugerem que os isolados GB01, GB14 e GB16 s&o capazes de produzir e secretar
substancias com atividade antimicrobiana que prejudicam o desenvolvimento de S.
sclerotiorum. Portanto, o estudo de caracterizacdo quimica dos metabdlitos
produzidos por essas cepas torna-se essencial.
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Além dos compostos secundarios difusiveis, ha também a sintese de
compostos organicos volateis antimicrobianos. Giorgio et al. (2015) reportaram que
micélios de S. sclerotiorum expostos a compostos volateis de seis rizobactérias
apresentaram vacuolizacdo no citoplasma, indicando a membrana citoplasmatica,
como possivel alvo dos compostos volateis. Bactérias do género Bacillus sp. podem
produzir aménia, um composto volatil associado ao controle de fitopatdgenos.
Isolados que produzem aménia podem expandir seu halo de inibi¢do, alcangando area
maior em torno das colénias que nao produzem este composto (Freitas et al., 2018).
No entanto, os compostos volateis produzidos por todos os isolados avaliados no
presente estudo ndo apresentaram efeito no desenvolvimento de S. sclerotiorum.

No experimento em casa de vegetacao, a incidéncia da doenca variou de 0 %
(tratamento bacteriano GB14) a 12,5 % (tratamento controle negativo). Baseando-se
nesses valores, ndo é possivel afirmar que a supressao da doenca foi decorrente da
acao dos Bacillus sp., ja que a variedade de feijao utilizada apresenta resisténcia
moderada ao mofo branco. Outra espécie vegetal, o girassol, altamente susceptivel a
S. sclerotiorum, também foi avaliada, no entanto, todas as plantas de todos os
tratamentos foram severamente acometidas pela doenga (dados nédo apresentados).
O conjunto desses resultados sugerem que in vivo os Bacillus spp. testados exibem
pouco ou nenhum controle no desenvolvimento do mofo branco. Também n&o houve
diferenga significativa entre os tratamentos em relacdo as variaveis fotossintéticas e
de crescimento.

Uma das possiveis explicagdes para esses encontros pode estar relacionada
a suscetibilidade de agentes de controle bioldgico aos fatores ambientais. Sabe-se
que, diferentemente dos agroquimicos, microrganismos usados no biocontrole sao
extremamente suscetiveis a mudancas de ambiente. Alguns fatores abiéticos do solo
impactam diretamente os agentes microbianos como textura, pH, temperatura,
conteudo de umidade, concentracbes de minerais, disponibilidade de substratos,
tensdo de oxigénio, entre outros (Farzand et al., 2019). Dessecagéo, alta osmética e
moléculas oxidativas afetam a viabilidade microbiana e provavel impacto no
desempenho do controle biolégico. Fatores bidticos do solo incluem a estrutura
genética das populacdes alvo e ndo alvo, a comunidade microbiana do solo como um
todo, que podem interagir negativamente entre si através de predacao e competicao
e por fim o tipo de cultura em si, além dos proprios fatores fisioldgicos intrinsecos dos
organismos (Farzand et al., 2019). Yang et al. (2020), em um estudo verificaram
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também que, a adaptagédo de um ambiente favoravel aos dois individuos microbianos
em teste, originados de diferentes ambientes, leva ao aumento dos niveis de controle
da doenca causada pelo patégeno. Em testes feitos in vitro, foi possivel mostrar que,
isolados de Bacillus ssp. e o patdgeno, geneticamente distintos, diferem quanto as
suas adaptacgdes ecoldgicas, em relacao a sensibilidade a ambientes de baixo pH e
com pH ligeiramente mais alto. Um outro fator responsavel por falhas ou
inconsisténcias no controle biol6gico a ser considerado € o rapido declinio do tamanho
da populacao de células ativas a niveis insuficientes para controlar o patégeno. Entao,
muitas vezes, a heterogeneidade desses fatores abidticos e bidticos do solo dentro e
entre campos de producdo e a falta de sincronizagdo de tempo e espago entre o
microrganismo e o patégeno pode acarretar inconsisténcia do desempenho de
agentes de biocontrole.

A alta variacdo entre os ambientes, bidtico e abibtico, favoraveis para os
agentes de biocontrole em relagcao aos patdgenos, exige formulagdes de estratégias
que minimizem a diversidade de adaptacdes ecoldgicas desses organismos, para
aumentar a probabilidade de superar o desempenho individual de cada um.

5. CONCLUSOES

Os isolados de Bacillus ssp. GB01, GB14 e GB16 sao antagbnicos a S.
sclerotiorum, demonstrando serem promissores para 0 manejo integrado do mofo

branco.

Os doze isolados bacterianos avaliados ndao suprimem a incidéncia da
doenca, nem promovem aumento da capacidade fotossintética e da biomassa em
plantas de feijao.

Para estudos in vivo, o estabelecimento de padrdes quanto a adaptacao ao
ambiente externo, dos microrganismos em estudo, € necessaria para alcance de

resultados satisfatorios.
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