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RESUMO

A soja é uma das principais culturas do agronegécio brasileiro e mundial. Um dos principais
obstaculos no agronegadcio é a presenca e o ataque de pragas e doencgas. O mofo-branco é uma
doenca causada pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum que pode reduzir drasticamente a producéo
de soja no Brasil, além de diversas outras culturas que o patégeno atinge. O controle por meio
de cultivares resistentes é pouco observado pelo fato da dificuldade de prospeccéo de gendtipos
menos suscetiveis. O controle mais comum desta doenca € o quimico, entretanto, este causa
desequilibrio no ecossistema e expde a perigo a saude de organismos ndo-alvo e seres
humanos. Por causa disso, alternativas eficientes e de menor impacto sobre o meio ambiente se
mostram necessarias. Diante do exposto, este trabalho de iniciagdo cientifica teve como
finalidade avaliar o antagonismo do Bacillus JABO1 contra S. sclerotiorum em condi¢des in vitro
através de ensaios de compatibilidade com outros microrganismos, de cultura dupla com
fitopatégenos, de atividade enzimatica do isolado; e, in vivo em plantas de soja cultivadas em
casa de vegetagcdo inoculadas com ambos os microrganismos. O Bacillus JABO1 produziu
substancias difusiveis e COVs capazes de proteger sementes e folhas destacadas de soja in
vitro. Os metabdlitos secundarios do isolado também foram capazes de inibir a germinacéo de
esclerodios em condig8es in vitro, demonstrando ser uma ferramenta promissora para reduzir a
quantidade das estruturas de resisténcia em areas contaminadas. Por fim, o Bacillus JABO1
reduziu significativamente a incidéncia da doenca em plantas de soja em condi¢des de casa de
vegetacdo. Os resultados obtidos indicam que o Bacillus JABO1 tem potencial como agente de

biocontrole do mofo branco in vitro e in vivo.

Palavras-chave: mofo branco; biocontrole; microrganismo antagonista



viii

SUMMARY

Soybean is one of the main crops of Brazilian and world agribusiness. One of the main obstacles
in agribusiness is the presence and attack of pests and diseases. White mold is a disease caused
by the fungus Sclerotinia sclerotiorum that can drastically reduce soybean production in Brazil, in
addition to several other crops that the pathogen affects. The control through resistant cultivars
is little observed due to the difficulty of prospecting less susceptible genotypes. The most common
control of this disease is chemical, however, this causes imbalance in the ecosystem and exposes
the health of non-target organisms and humans to danger. Because of this, efficient alternatives
with less impact on the environment are necessary. In view of the above, this scientific initiation
work aimed to evaluate the antagonism of Bacillus JABO1 against S. sclerotiorum under in vitro
conditions through compatibility assays with other microorganisms, dual culture with
phytopathogens, enzymatic activity of the isolate; and, in vivo in soybean plants grown in
greenhouse inoculated with both microorganisms. Bacillus JABO1 produced diffusible substances
and VOCs capable of protecting seeds and detached leaves of soybean in vitro. The secondary
metabolites of the isolate were also able to inhibit the germination of sclerotia under in vitro
conditions, demonstrating to be a promising tool to reduce the amount of resistance structures in
contaminated areas. Finally, Bacillus JABO1 significantly reduced the disease incidence in
soybean plants under greenhouse conditions. The results obtained indicate that Bacillus JABO1

has potential as a biocontrol agent of white mold in vitro and in vivo.

Keywords: white mold; biocontrol; antagonist microorganism



1. INTRODUCAO

Atualmente, a soja [Glycine max (L.) Merr.] constitui uma das culturas
mais importantes da economia mundial. O grao pode ser comercializado bruto
ou servir para inumeros subprodutos resultantes de seu beneficiamento, como,
por exemplo, o éleo, o leite, farelo para racdo, entre outros. A soja se destacou
como a principal cultura em crescimento durante as Ultimas décadas, gracas aos
avancos tecnologicos cuja finalidade é permitir o aumento da produtividade

(Schmoller, 2021).

O Brasil é citado atualmente como o maior produtor mundial de soja
seguido logo pelo Estados Unidos da América. O gréo cultivado em todas as
regides do pais, em que o estado de Mato Grosso corresponde a maior producao
no pais, totalizando uma area de 12,086 milhdes de hectares com a producédo

equivalente a 45,6 milhdes de tonelada (Conab, 2023)

Para que sejam atingidos niveis de produtividade maiores, sao
necessarias metodologias de controle de fitopatbgenos, sendo a de método
quimico a mais utilizada (Perez, 2023). Entretanto, o uso abusivo de defensivos
agricolas vem sendo questionado, uma vez que ocorre a contaminacédo do meio

ambiente e também dos subprodutos (Spanhol, 2017).

Constituindo-se um fungo fitopatogénico e necrotrofico, o mofo-branco se
manifesta em qualquer parte da planta, com abundante formac&o de micélio
cotonoso de coloracédo branca, caracteristica que da origem ao nome comum. O

agente causal é a Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, o qual infecta mais de



600 espécies de plantas em todo o mundo, com énfase para culturas de
importancia econémica como algodédo, tomate, girassol, feijdo e soja (Liang e
Rollins, 2018). Representa uma das principais doencas da soja com alta

capacidade destrutiva da cultura (Meyer et al., 2021).

Conforme os autores Bolton et al (2006), a disseminacdo da doenca
ocorre, principalmente, por meio de sementes infectadas com o micélio do fungo
ou contaminadas por esclerédios. Os esclerodios sdo estruturas de
sobrevivéncia e disseminacdo resistentes a degradacdo fisica, quimica e
bioldgica (Bolton et al., 2006; Schmoller, 2021; Villarreal-Delgado et al., 2021;
Franca et al., 2021). A producéo de esclerédios € constante e pode persistir no
solo por longos periodos, podendo chegar até a 11 anos, dificultando a

erradicacao do patégeno (Brustolin, Reis, Pedron, 2016).

Dessa forma, ha uma preocupacado notéria em relacéo ao controle desse
fitopatdgeno, sendo discutidos métodos alternativos ao controle quimico devido
as consequéncias negativas geradas por esse tipo de manejo. A utilizacao de
microrganismos e/ou seus metabdlitos isolados constitui uma alternativa
ambientalmente sustentavel e economicamente viavel para o manejo de pragas

e doencas.

Entre os microrganismos utilizados no controle bioldgico, as bactérias tém
grande importancia, visto a alta capacidade de antibiose por meio da producéo
de compostos antimicrobianos que sao, dessa forma, explorados na prospecc¢éo
de metabdlitos bioativos (Li et al., 2012; Sabaté et al., 2018). Diversas pesquisas

apontaram a atividade antag6nica de bactérias que inibem o crescimento micelial



e a germinacdo de esporos e de fungos causadores de doencas em plantas

(Sabaté et al., 2018; Salwan e Sharma, 2020).

Além da capacidade de possuir acdo antagonista contra fitopatégenos,
algumas espécies do género sao reconhecidas por aumentar o rendimento das
culturas e a resposta imune da planta por meio do sistema de resisténcia
induzida (SRI) (Schmoller, 2021). Segundo Dibelle (2023), os mecanismos de
resisténcia sistémica induzida constituem a producdo tanto de metabdlitos
secundarios, que promovem a inibicdo e/ou a reducédo do desenvolvimento de
fungos fitopatogénicos, quanto de enzimas que degradam a parede celular
(EDPC - Enzimas Degradadoras de Parede Celular), como quitinases,

proteases, glucanases que podem estar associadas a defesa da planta.

Além disso, sdo também produzidos compostos organicos volateis
(COVs), as quais sdo moléculas gasosas com capacidade de interagcdo com a
planta no solo, tendo como consequéncia a promocdo do crescimento do

vegetal, direta ou indiretamente (Dibelle, 2023; Li et al., 2015).

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo a avaliagdo do
potencial do Bacillus JABO1 como agente de biocontrole do mofo-branco, em

condig¢des in vitro e in vivo em casa de vegetacao com plantas de soja.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.A cultura da soja no Brasil

A soja [Glycine max (L.) Merrill] surgiu originalmente no continente
asiatico, especificamente na regido da China, onde sao relatados o uso da planta
como componente da alimentacdo do povo nativo ha mais de 5.000 anos (Huller,
2017). No Brasil, a leguminosa foi introduzida no estado do Rio Grande do Sul

em 1914, no municipio de Santa Rosa.

Atualmente, a cultura é produzida em todas as regides do pais, gracas ao
melhoramento genético da planta que possibilitou a introducdo de cultivares
adaptadas as condi¢cfes climaticas das diferentes regides (Rodrigues, 2023). O
Brasil é citado hoje como o maior produtor e exportador mundial de soja. E o
estado de Mato Grosso apresenta a maior producao no pais, totalizando 45,6
milhdes de toneladas do grdo produzidos em uma area de 12,086 milhdes de

hectares (Conab, 2023)

Conforme relatado pela Conab, no Brasil a producgéo de gréos na safra de
2022/23 foi estimada 15,8% maior comparado a safra anterior. Em primeiro lugar,
dentre os grédos com crescimento da producéo, a soja se destacou apresentando
um volume de cerca de 155,7 milhdes de toneladas, volume superior a producao
do ciclo anterior em até 24% (Conab, 2023). Ainda conforme os autores, a area
cultivada de soja conta com mais 2,5 milhdes de hectares, 6,1% maior do que

na safra de 2021/22.



A vantagem que a soja apresenta no mercado é a sua ampla diversidade
de subprodutos provenientes do processamento dos gréos. Entre esses
subprodutos, destacam-se o 0leo, farelo, biodiesel, alimentacdo animal e até
mesmo para consumo humano (Schmoller, 2021). Dessa forma, a soja
representa o principal produto agricola comercializado globalmente (Rodrigues,
2023). A soja € o principal produto de exportacdo nacional, representando 38%

das exportacdes do agronegocio (CEPEA, 2023).

Conforme o CEPEA relatou, em 2022 o PIB da cadeia produtiva da soja
e do biodiesel foi de R$ 673,7 bilhdes, o que constitui em torno de 27% de todo
o PIB do agronegdcio brasileiro. De acordo com o relatério publicado pelo centro
de pesquisa, a participacao da soja no PIB do agronegdcio nacional em 2010 era

de 9%, 18% a menos do que a percentagem demonstrada atualmente.

2.2.Mofo-branco

O mofo-branco € um patégeno que infecta mais de 600 espécies de
plantas em todo o mundo (Bolton et al., 2006; Huller, 2017; Brustolin, Reis,
Pedron, 2016). O agente causal da doenca € a Sclerotinia sclerotiorum, um fungo
fitopatogénico e necrotréfico que se manifesta em qualquer parte da planta com
abundante formacdo de micélio cotonoso de coloragdo branca, caracteristica
que da origem ao nome comum (Schomoller, 2021; Ferreira, 2023). Sao
atribuidas diversas denominacgfes para as doencas causadas pelo patdégeno,
entre elas, podridao aquosa, podridao branca da haste, podriddo de esclerotinia

(Ferreira, 2023; Rissato, 2017).



Meyer et al. (2018) destacam que o mofo-branco tem maior ocorréncia e
severidade em periodos chuvosos com temperaturas amenas (18 a 22 °C),
guando o solo permanece Umido e com uma alta umidade relativa do ar (>75%);
pois esses fatores favorecem a infeccdo do patdgeno na cultura hospedeira

(Ferreira, 2023; Hiller, 2017; Juliatti et al., 2016).

De acordo com Bolton et al. (2006), a disseminacdo da doenca ocorre,
principalmente, por meio de lotes de sementes infectadas pelo micélio do fungo
ou contaminadas por esclerddios. Os esclerédios sao estruturas de
sobrevivéncia e disseminacao e sao resistentes a degradacao fisica, quimica e
biolégica (Bolton et al., 2006; Schmoller, 2021; Villarreal-Delgado et al., 2021;
Franca et al., 2021). A producdo de esclerddios é constante e eles podem se
manter no solo por longos periodos que atingem até 11 anos, caracteristica que

dificulta a erradicacdo do patdgeno (Brustolin, Reis, Pedron, 2016).

O fato de haver sombreamento e presenca de matéria organica no campo
proporciona uma temperatura mais amena nos primeiros centimetros de solo, o
gue permite que os esclerédios permanecam viaveis nesse ambiente (Bolton et
al., 2006). Dessa forma, ao atingir condi¢cdes favoraveis, a estrutura de
resisténcia pode germinar e produzir micélio, fendbmeno denominado germinacao

miceliogénica (Huller, 2017).

Além disso, os esclerédios podem germinar carpogenicamente e, assim,
surgirem estruturas denominadas apotécios que produzem ascOsporos, 0s quais
sao liberados e atingem as partes areas das plantas (Huller, 2017; Brustolin,

Reis, Pedron, 2016). No momento em que 0s ascOsporos atingem o tecido



vegetal, pode ser observada a formacdo de micélio (Sagata et al., 2010),
constituindo-se outra via de infeccado pelo patégeno, normalmente em partes
senescentes e suscetiveis da planta no periodo de florescimento (Juliatti et al.,

2016).

A doenca é caracterizada pelo surgimento de uma densa massa branca
sobre a superficie e por dentro das partes da planta, constituido por micélio do
fungo (Ferreira, 2023). Em seguida, podem ocorrer, na érea afetada, sintomas
como murcha, podriddo umida, tombamento e murcha de plantula, e em certos

casos, até levar a morte de plantas adultas (Rissato, 2017).

Para o desenvolvimento e formacédo de esclerédios de S. sclerotiorum é
necessario que esse esteja em um meio acido. Assim, o fungo acidifica o
microambiente ao redor a um nivel apropriado por meio da secrecao do acido
oxalico (Xu et al., 2015). De acordo com Cunha (2010), um ambiente &cido
favorece o funcionamento de enzimas produzidas pelo fungo que degradam a
parede celular (EDPCs), para facilitar a penetracdo e infeccdo do patégeno no
hospedeiro. A medida que a concentracédo de acido oxalico aumenta e o pH
extracelular diminui, cria-se um ambiente propicio para a atividade ideal dessas

enzimas (Farzand et al., 2020).

De acordo com a literatura, a producdo de enzimas liticas e a de acido
oxalico representam fatores de patogenicidade do patégeno (Juliatti et al., 2016;
Sagata et al., 2010; Huller, 2017; Liang e Rollins, 2018; Ferreira, 2023). Enzimas
como pectinases, celulases, betaglucanases, xilanases e glicosidades sé&o

responsaveis pela degradacao da parede celular do hospedeiro, a fim de facilitar



a penetracdo do fungo (Bolton et al., 2006). Ademais, a secre¢do de acido
oxalico por parte do fungo reduz o pH do tecido vegetal, desregulando o
funcionamento de abertura dos estdmatos e proporcionando um ambiente mais
favoravel para o funcionamento das enzimas liticas (Juliatti et al., 2016; Huller,

2017)

Visto que o mofo-branco é um fungo necrotréfico e que apresenta a
producgéo de estruturas de resisténcia com alta taxa de sobrevivéncia e diversas
formas de infeccdo, esse é considerado uma das maiores preocupacdes para o
setor de producdo de culturas hospedeiras (Juliatti et al., 2016). Dentre as
culturas afetadas pela doenga, destacam-se as de maior importancia econdémica

como soja, feijao, tomate, algodao e girassol (Ferreira, 2023).

O mofo-branco € uma das principais doencas da soja e possui capacidade
de reduzir a produtividade da lavoura de 20 a 30% (Meyer et al., 2021). As perdas
podem chegar a até 70% em situacdes de manejos mal realizados e condi¢des
ambientais favoraveis ao desenvolvimento do patégeno. Ainda de acordo com
0s autores, a doenca esta presente em aproximadamente 28% da area de

producédo nacional de soja.

Atualmente, uma das principais medidas de controle do patdégeno é o uso
de fungicidas foliares, a fim de promover a protecéo das plantas da infeccao pelo
fungo (Meyer et al., 2018). Além disso, métodos de controle cultural com
espécies ndo hospedeiras e de controle bioldgico com microrganismos

antagonistas séo ferramentas com potencial de uso.



2.3.Controle biol6gico de insetos pragas e de fitopatdgenos

Um dos principais fatores de producéo da cultura da soja é o controle de
pragas e doencas que provocam danos a cultura e, consequentemente,
prejuizos que comprometem a produtividade e aumentam o0s custos. Dessa
forma, torna-se imprescindivel o uso de estratégias eficientes de manejo de
pragas e patdgenos.

A utilizacdo do controle quimico € uma das principais ferramentas
amplamente exploradas, uma vez que esse controle possui uma resposta rapida
e eficiente. Todavia, 0 uso indiscriminado de agrotéxicos provoca desequilibrio
no ecossistema e gera uma pressao de selecédo na populacao de pragas, com a
possibilidade de surgir individuos resistentes (Ferreira, 2023). Ademais, tal uso
reduz a populacao de inimigos naturais da area (Schunemman et al., 2017), ha
um aumento na quantidade de pragas e por consequéncia no custo de producéao.
O monitoramento por meio da amostragem sisteméatica de patdgenos, bem como
a escolha de ferramentas de controle de menor impacto, sdo cruciais para a
obtencéo de melhores resultados. A informacdo mais precisa e real da situacéo
para a tomada de decisdo é fundamental para a escolha e aplicacdo dos
produtos recomendados (Parra et al., 2002).

O monitoramento sistematico constitui uma das bases do manejo
integrado de pragas (MIP) e representa uma ferramenta de extrema importancia
para o controle das pragas da cultura. Segundo a Food and Agriculture
Organization of the United Nations (FAQO), o MIP:

“significa a consideragéo cuidadosa de todas as técnicas de controle de

pragas disponiveis e subsequente integracdo de medidas apropriadas que
reduzam o desenvolvimento de populagdes de pragas mantendo 0s custos com
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inseticidas e outras intervencbes em niveis que Sao economicamente
justificados. O uso racional também reduz e minimiza os riscos para a saude
humana e para o meio ambiente. O MIP enfatiza o crescimento de uma cultura
saudavel com o minimo possivel de impacto nos agroecossistemas e possibilita
a acao dos mecanismos naturais de controle de pragas.”

Ehler (2006) compreende que o termo “integrado” do MIP sugere que se
deva adotar como critério de tomada de decisdo a razdo entre 0s inimigos
naturais e seus respectivos alvos e que se utilize praticas compativeis e nédo
prejudiciais aos agentes de controle biolégico. Fica evidente, nesse momento,
gque o uso de inseticidas deve seguir tais premissas a fim de preservar a
populacdo de inimigos naturais, de reduzir os custos com aplicagbes mais
racionais e eficientes, e de diminuir a possibilidade do desenvolvimento de
populacdes de pragas resistentes aos ingredientes ativos.

Com a ascensao progressiva da agricultura sustentavel e sua exigéncia
por praticas de baixo impacto no meio ambiente, o controle biol6gico constitui
um dos principais componentes para contribuir com tais avancgos (Stenberg et
al., 2021). O controle biol6gico de pragas e fitopatdgenos é realizado por meio
da acdo de predadores e parasitbides, e da acdo de microrganismos
entomopatogénicos e antimicrobianos representados por bactérias, virus e
fungos. (Degrande-Vivan 2012).

De acordo com Schunemman et al. (2017) e Fuentes (2021), o uso de
microrganismos para 0 controle de pragas e patdgenos representa uma
alternativa em evidéncia, haja visto que este se apresenta como uma ferramenta
de alta especificidade sobre os ecossistemas, além de permitir uma reducao no
uso de produtos quimicos. Ademais, tal uso possibilita realizar uma

multiplicacéo, dispersdo e producdo em meios artificiais, reduz a exposi¢cado ao
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risco de toxicidade para o meio ambiente e para o0 ser humano, gracas a

seletividade do controle microbiano (Farzand et al., 2020).

2.4. Bactérias do género Bacillus com potencial de biocontrole

Frente a necessidade de busca por novas alternativas para o controle de
doencas de plantas, o uso de bactérias e seus metabolitos é uma ferramenta de

manejo sustentavel com resultados ja mencionados na literatura.

As bactérias do género Bacillus sdo microrganismos formadores de
esporos, naturais do solo, encontrados amplamente ao redor do mundo. A
capacidade de gerar enddsporos representa uma ferramenta de resisténcia e
permite a sobrevivéncia e perpetuacdo das espécies em diferentes ambientes e

situacdes de estresse (Villarreal-Delgado et al., 2017).

Classificadas como bactérias promotoras de crescimento de plantas
(BPCP), essas estao associadas as plantas e conferem a elas protecdo contra
fitopatdégenos, como também fornecem atributos de promocédo de crescimento.
Sdo exemplos desse género B. amyloliquefaciens, B. subtillis, B. pumilus, B.
licheniformis (Dibelle, 2023). Observa-se, assim, que o género Bacillus tem
devido destaque no manejo de fitopatdgenos por mecanismos de controle direto

ou indireto.

As caracteristicas benéficas proporcionadas as plantas por estas
bactérias incluem a atividade antagonista contra diferentes fitopatdgenos, o
estimulo da resisténcia sistémica induzida, o aumento da produtividade, a

solubilizagdo de minerais, entre outras (Salwan e Sharma, 2020). Tais
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caracteristicas se dao através da producdo de diferentes metabdlitos como
antibioticos, lipopeptideos antimicrobianos, fitohormoénios, sideréforos, assim
como de enzimas liticas responséaveis pela degradacédo da parede celular de
diversos fungos fitopatogénicos (Sabaté et al., 2018; Santos, 2021; Abreu et al.,
2022); ademais, sdo produzidos compostos organicos volateis (COVs) capazes

de promover uma interacdo benéfica com a planta (Dibelle,2023).

De acordo com Villarreal-Delgado et al. (2021), o fundamento para a
pesquisa e para a utilizacdo de diferentes espécies de bactérias do género
Bacillus como agentes de controle biolégico estd associado a capacidade de

producao dos diferentes metabdlitos, mencionados anteriormente.

Metabolitos secundarios sdo compostos de baixa massa molecular que
nao sdo essenciais para o desenvolvimento do microrganismo, mas que em
situacdes de estresse sao secretados a fim de superar o desafio (Harwood et al.,
2018). Essas moléculas bioativas e complexas sdo produzidas na fase log e

estacionéria de crescimento (Pereira, 2023).

Consoante os autores Chaurasia et al. (2004), um isolado de Bacillus
subtilis conseguiu causar danos nas estruturas de seis fungos fitopatogénicos
através da liberacdo de um conjunto de COVs. Esses compostos produzidos por
espécies de Bacillus demonstram atividade de biocontrole diretamente contra
fitopatdgenos ou indiretamente, ao induzir a resisténcia sistémica da planta
(Massawe et al., 2018). Giorgio et al. (2015) revelaram que diferentes estirpes
bacterianas foram capazes, por meio da producédo de COVs, de reduzir o

desenvolvimento micelial de S. sclerotiorum e de causar perda de pigmentacéo
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em Fusarium oxysporum e Macrophomina phaseolina. Os autores destacam a
importancia dos compostos na inibicdo da germinacao dos esclerédios, visto que

estes representam fator-chave na sobrevivéncia do patégeno.

Massawe et al. (2018) também relataram a atividade de biocontrole de
COVs de Bacillus contra S. sclerotiorum ao observar a reducdo do
desenvolvimento micelial e da producédo de acido oxalico, assim como a inibicdo

da producéo e germinacéo de escleradios.

Diversos estudos mostraram que a sintese de metabdlitos secundarios
produzidos por bactérias € de grande relevancia para a supressao de
fitopatdgenos, representando uma ferramenta de biocontrole ambientalmente
sustentavel contra fungos fitopatogénicos (Silva et al., 2020; Abreu et al., 2022).
Segundo Souza et al. (2015), estirpes bacterianas de Bacillus quando analisadas
em condi¢cBes in vitro demonstraram reducdo significativa do crescimento de
fungos em gréos de soja, inibindo o desenvolvimento de fungos filamentosos em

aproximadamente 100%.

Desse modo, diante da necessidade de alternativas mais sustentaveis
para o controle de fitopatdgenos, em especial dos fungos, o uso de espécies de
Bacillus, segundo varios autores € uma das ferramentas de manejo com maior
destaque. O destaque se déa pelo fato de haver a compatibilidade com o meio
ambiente, a redug&o do uso de produtos quimicos, a reconstituicdo da microbiota
e, pela eficiéncia no controle de pragas e fitopatdgenos (Smolinska e Kowalska,
2018; Ferreira, 2023; Goussous et al., 2019; Rahman et al., 2016; Sabaté et al.,

2018).
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3. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho de iniciacdo cientifica foi avaliar o potencial da
atividade antagonista do isolado bacteriano Bacillus JABO1 contra o fungo
fitopatogénico Sclerotinia sclerotiorum em folhas destacadas de soja in vitro e
também in vivo, sob ensaio em casa de vegetacdo com plantas de soja

inoculadas com o fitopatégeno e o isolado bacteriano.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1.1solado e condi¢cdes de cultivo

O isolado bacteriano encontra-se armazenado em freezer a -80°C do
LBMP e foi obtido de solo cultivado com mimosa [Mimosa pudica (L.)]. Para os
testes preliminares, foi cultivado em meio Luria-Bertani (LB) a 30°C e 150 r.p.m

por 4 horas de acordo com a curva de crescimento bacteriano do isolado.

Em um estudo prévio de bioprospeccdo com 51 isolados bacterianos, um
isolado (JABO1) foi identificado como promissor contra o fungo Sclerotinia
sclerotiorum. Inicialmente, o isolado bacteriano foi identificado como Bacillus
fungorum de acordo com resultados do sequenciamento parcial do gene 16S
rRNA. Entretanto, tais resultados ndo sao confiaveis para determinar taxonomia
a nivel de espécie, apenas a nivel de género. Portanto, esse foi homeado

Bacillus JABO1.

Foi feito o sequenciamento do genoma completo de Bacillus JABO1 pela
doutoranda Paula Klotz Brandao Rodrigues, como parte do seu trabalho de tese
no Laboratério de Bioquimica de Microrganismos e Plantas (LBMP) -
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” /FCAV — Jaboticabal e
com base nos resultados obtidos, foi identificada a espécie do isolado bacteriano

gue, aqui, sera mantida em sigilo por questdes de confidencialidade.

O fungo fitopatogénico Sclerotinia sclerotiorum utilizado foi obtido da
empresa Jco Biofertilizer, e esse foi mantido por repicagens continuas em meio

de cultura batata-dextrose-agar (BDA). Para a obtencdo dos esclerddios, o
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patogeno foi cultivado em meio BDA a temperatura de 25 °C durante um periodo

de no minimo 14 dias até a formac¢do dos mesmos.

4.2.Teste in vitro de compatibilidade com Bradyrhizobium

As estirpes de Bradyrhizobium japonicum SEMIA 5080, 5079, 589, 5019
foram retiradas do estoque (freezer -80) do LBMP e entado repicadas em meio de
cultura sélido Ty (Behringer, 1974) para obtencédo de col6nia isolada. Entdo a
colénia isolada foi transferida para 5mL de meio Ty, o qual foi cultivado a 30 °C
e 150 r.p.m. por 12h, e entdo inoculado em 50 mL do mesmo meio e cultivados

por mais 48h.

Em seguida, 500 ul da cultura crescida foram adicionados sobre placa de
Petri com meio sélido (Ty) e espalhados sobre a superficie do mesmo até a

homogeneiza¢cédo, mantendo sob repouso até a absorcéo total do liquido.

Apoés esses procedimentos, 15 pl do cultivo do Bacillus JABO1 em meio
LB foi adicionado no centro da placa de Petri contendo Ty com as respectivas
estirpes de Bradyrhizobium japonicum. As culturas foram colocadas em estufa,

tipo BOD a 30 °C por 48 horas até obtencdo de 108 células.

4.3.Avaliagao de atividade enzimatica do isolado

Diferentes tipos de meio contendo substratos enzimaticos especificos
foram utilizados para verificar a atividade enzimatica do Bacillus JABO1. 10 pyL
da solucao bacteriana cultivada em meio LB liquido foram adicionados em quatro

pontos equidistantes um do outro em placas e incubadas a 30 °C durante 4 dias.
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Foi avaliada a atividade enzimatica do Bacillus JABO1 para as enzimas
protease, amilase, celulase, esterase e lipase. As metodologias seguidas para
testar a producao dessas enzimas foram descritas, respectivamente, por Perneel
et al. (2007), Hazarika et al. (2019), Gomashe, Gulhane, Belzawar, (2013),

Hackenschmidt et al. (2014) e Boonmahome e Mongkolthanaruk (2013).

4.4.Avaliacao in vitro de atividade antagonista do Bacillus JABO1

contra S. sclerotiorum

4.4.1. Ensaio de bacterizacdo de sementes de soja

Apoés a desinfeccdo da superficie das sementes de soja através de 3
lavagens com hipoclorito de sédio (5%) durante 1 minuto, intercaladas com agua
estéril, essas foram imersas em cultura bacteriana diluida de Bacillus JABO1 por
30 min. Adaptando o método de Abdullah et al. (2008), dois discos de micélio (7
mm de diametro) de S. sclerotiorum foram colocados em ambos os lados de uma
placa de BDA. Cinco sementes inoculadas com a bactéria foram entédo colocadas
em fila entre os dois discos de micélio. Apés incubacédo de 30 dias a 25°C, o
namero de sementes germinadas de forma saudavel e o de plantulas infectadas
foram registradas no décimo e trigésimo dia apés o inicio do ensaio. Sementes
nao tratadas com o isolado bacteriano foram usadas como controle e o

experimento foi realizado com cinco repeticdes.

4.4.2. Bioensaio de atividade antagonista por substancias difusiveis
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A atividade antagonista do isolado bacteriano foi avaliada contra o
fitopatdgeno por meio da técnica da placa de cultura dupla. Os discos de micélio
de S. sclerotiorum (~5 mm @) cultivados em meio solido de BDA foram retirados
com uma pinca esterilizada e depositados no centro de placas de BDA Petri. No
extremo da placa (~2,5 cm do centro) 10 pl (1,13x108 UFC/ml) do Bacillus JABO1
foram inoculados. As placas foram incubadas a 25 °C em um B.O.D (Demanda
de Bio-Oxigénio) durante 5 dias. As zonas de inibicdo foram medidas a partir da
borda da colénia JABO1 até ao limite do crescimento micelial do fungo. Como
controle, foram utilizadas placas de BDA inoculadas com 10 ul de meio LB estéril
e o fungo. Cada tratamento foi executado em trés placas de repeticdo e

reproduzido pelo menos trés vezes.

Também foi avaliada a atividade antagonista do isolado com outros
fungos fitopatdgenos de importancia para a cultura da soja, sendo eles o

Fusarium, Macrophomina e Colethotricum spp.

4.4.3. Germinacéo e viabilidade de esclerddio e producao de acido
oxalico

Para a avaliacdo da germinacéo dos esclerédios, uma aliquota de 100 pL

(1,13x108 UFC/mI) de suspensao bacteriana foram espalhados com uma alca de

Drigalsky esterilizada em uma placa de Petri com meio BDA. Depois, foram

depositados dois esclerddios nas extremidades das placas e incubados a 25°C.

A germinacdo foi avaliada ao fim de 7 dias. Além dessa metodologia, 0s

esclerédios foram submersos durante 1 minuto numa suspensao de esporos
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(1,13x108 UFC/ml) do antagonista, depois foram recolhidos e transferidos para

uma placa de Petri contendo BDA.

ApoOs a avaliacdo da germinacédo, dos esclerédios foram recolhidos e a
superficie foi esterilizada através de 3 lavagens com hipoclorito de sodio (5%)
durante 1 minuto, intercaladas com agua estéril para eliminar o in6culo JABO1.
Apos a desinfeccao, os esclerddios foram recolhidos e transferidos para placas
de Petri contendo meio BDA complementado com 50 mg/L azul de bromofenol
para avaliar a viabilidade da germinacdo miceliogénica e a producdo de acido

oxalico.

4.4.4. Efeitos de COVs na germinacao de esclerdodios

Adaptando a metodologia apresentada por Da Silva et al. (2022) foram
substituidas placas de Petri normais por placas de Petri bipartidas. Para avaliar
os efeitos dos COVs do Bacillus JABO1 na germinacdo de esclerddios de S.
sclerotiorum, esses foram retirados de uma placa de S. sclerotiorum e colocados
em um dos lados de uma placa de Petri dividida. Do outro lado da placa, 50 pl
da solugéo bacteriana, cultivada nas condi¢coes descritas anteriormente, foram
espalhados com uma alga de Drigalsky e as placas foram seladas com parafilme
e mantidas em BOD a 25 °C. Apés 5 dias, a germinagdo micelial da estrutura de

resisténcia do fungo foi avaliada.

4.45. Ensaio com substancias difusiveis e COVs em folhas
destacadas
Folhas completamente expandidas selecionadas de plantas de soja no

estadio V3/V4 foram separadas, enxaguadas com agua destilada estéril, e secas
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ao ar. As folhas de soja foram colocadas em placas de Petri de plastico (8 por 8
cm), sobre uma folha de papel toalha umido para evitar o contato direto com a
agua, e os seus peciolos foram envolvidos com algoddo umedecido para evitar
0 Seu ressecamento.

Para o ensaio com substancias difusiveis, os tratamentos com o isolado
bacteriano foram inoculados 30 pl da solucdo de Bacillus JABOL, crescida
conforme descrito anteriormente (Topico 4.1) nas folhas e espalhados por toda
a superficie foliar com alca de Drigalsky. Discos de micélio de S. sclerotiorum de
~7mm foram retirados de placas preparadas como descrito anteriormente e
colocados na parte superior da folha sobre a nervura central. As folhas do
tratamento controle ndo foram inoculadas com o isolado bacteriano. Todos 0s
tratamentos foram incubados a 25 °C por um periodo de aproximadamente 10
dias. O ensaio foi realizado com 5 repeticdes

Para o ensaio com COVs, um unico foliolo foi colocado em uma placa de
Petri bipartida de 9 cm de diametro, seguindo 0s mesmos procedimentos do teste
acima. Do outro lado da placa, 60 pl da solugdo bacteriana, cultivada nas
condi¢cbes descritas anteriormente, foram espalhados sobre meio LB com uma
alca de Drigalsky e as placas foram seladas com parafilme e mantidas em BOD
a 25 °C durante 5 dias. Ap6s 5 dias, a incidéncia da doenca foi avaliada e a
atividade antagonista foi analisada em termos da presenca de sintomas da
doenca. Cada tratamento possuia cinco repeti¢cdes e o experimento foi replicado

trés vezes.
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4.5.Avaliacao de biocontrole do Bacillus JABO1 contra S. sclerotiorum

em plantas de soja em casa de vegetacao

4.5.1. Avaliacdo de germinacdo de sementes

Para o0 ensaio de germinacdo de sementes, vasos quadrados de
aproximadamente 1,5L foram preenchidos com substrato composto por areia
grossa e vermiculita na proporcédo de 1:1. Esses foram semeados com sementes
de soja da cultivar comercial “BMX Valente”, com o uso de 12 sementes por vaso.
Foram utilizados 6 tratamentos, sendo esses: T1 = controle (s6 sementes); T2 =
sementes inoculadas com Bacillus JABO1; T3 = sementes inoculadas com
Bacillus JABO1 + cultura liquida de micélio; T4 = sementes inoculadas com
cultura liquida de micélio; T5 = sementes inoculadas com Bacillus JABO1 e
aplicacao da solucéo bacteriana apés emergéncia das plantulas; T6 = semente
inoculadas com Bacillus JABO1 + cultura liquida de micélio e aplicacdo da
solucéo bacteriana apés emergéncia das plantulas. Cada tratamento composto

por 3 repeticdes.

4.5.2. Avaliagcdo de atividade antagonista do Bacillus JABO1 contra

S. sclerotiorum em plantas de soja

Foi realizado o preparo e a limpeza da casa de vegetacdo para entao
proceder a disposi¢do dos vasos. A mistura do solo foi feita na proporcéo de 4
partes de terra para 1 de areia, 1 de substrato e 1 de esterco curtido. Vasos com
capacidade de 7 litros foram entdo preenchidos com a mistura e colocados na

casa de vegetacao.
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Para a semeadura, foram feitos cinco orificios por vaso com 3 cm de
profundidade, onde entédo foram colocadas as sementes. Apds a emergéncia das
plantulas, duas delas foram desbastadas, sendo a parcela util formada por um

vaso com trés plantas.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado
(DIC), com 3 repeticdes. Sementes de soja comerciais da cultivar “BMX Valente”,
tratadas com fungicida sem espectro de acdo para controle de S. sclerotiorum.
As sementes comerciais foram gentilmente cedidas pela empresa Ourofino

Agrociéncia, localizada em Ribeirdo Preto - Sdo Paulo.

A inoculacdo dos microrganismos foi feita quando as plantas se
encontravam no estadio V3/V4. Os tratamentos utilizados foram T1 = controle
(s6 semente); T2 = inoculacao s6 do Bacillus JABO1; T3 = inoculacdo do Bacillus

JABO1 e do fungo S. sclerotiorum; T4 = inoculacao sé do fungo S. sclerotiorum.

Para isto, o fungo foi cultivado em um Erlenmeyer de 500 ml com 250 ml
de meio BDA liquido, ao qual foram adicionados 30 discos de micélio em
crescimento ativo. O frasco inoculado foi mantido sob agitagéo de 200 r.p.m. em
28 °C por 5 dias. As massas miceliais dos discos foram coletadas e centrifugadas
em tubos Falcon por 15 minutos a 11,5 G e 4 °C e, ao final, foi retirado o
sobrenadante. Os tubos foram centrifugados novamente por um periodo de mais
10 minutos nas mesmas condi¢cbes. O sobrenadante foi novamente retirado. A
massa micelial centrifugada foi ressuspendida com agua destilada previamente
esterilizada e entdo pronta para inoculagéo. Tal inoculacdo foi realizada de

acordo com a metodologia de gota de micélio descrita por Chen e Wang (2005),
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com a adicao de um ferimento de aproximadamente 2 cm no caule principal das
plantas com um bisturi, entre o 2° e 3° trifdlio. A suspensdo de micélio
homogeneizado foi gotejada no ferimento numa dosagem de cerca de 1
ml/planta, com o uso de uma pipeta. Em seguida, as plantas que compunham o
tratamento com o antagonista foram inoculadas com 60 pl da solucéo bacteriana
cultivada como descrito anteriormente. Por fim, os ferimentos foram selados com
parafiime. Durante as inoculacdes, 0s recipientes contendo a suspensao de
micélio e a solucdo bacteriana foram agitados frequentemente para manté-los

uniformemente suspensos.

4.6. Forma de analise dos resultados

Os resultados dos experimentos dos topicos 4.5.1 e 4.5.2 foram
submetidos a andlise de variancia pelo teste F a nivel de 5% de significancia. Ao
obter-se as médias, essas foram submetidas ao teste de Tukey a 5% de

probabilidade utilizando-se do programa Sisvar Verséao 5.6.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados obtidos revelaram que ndo houve interferéncia da bactéria
Bacillus JABO1 em relag&o ao desenvolvimento das estirpes de Bradyrhizobium,

demonstrando com isso que ha compatibilidade entre os microrganismos em

questao (Fig. 1).

Figura 1. (A, B) Cultivo de estirpes de Bradyrhizobium; (C) Teste de compatibilidade com o

isolado.

A compatibilidade entre os inoculantes das culturas é de extrema
importancia, em especial para a soja em que o fornecimento de nitrogénio se da
estritamente por meio de bactérias fixadoras de nitrogénio, como o B. japonicum;
torna-se imprescindivel testes de compatibilidade para a utlizacdo de
microrganismos inoculantes sem efeitos deletérios ao outro (Spagnhol et al.,
2020). Dessa forma, o Bacillus JABO1 pode ser utilizado juntamente desses

inoculantes que sao indispensaveis para o cultivo da soja.

Os resultados de atividade enzimatica do Bacillus JABO1 foram positivos
para todos 0s substratos enzimaticos aqui testados, comprovando que a bactéria

€ capaz de produzir enzimas com atividade de degradacéo (Fig. 2).
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Figura 2. Atividade enzimatica do Bacillus JABO1 para substratos de importancia agroindustrial.

(A) CMC,; (B) Amilase; (C) Lipase; (D) Esterase; (E) Protease.

Salwan e Sharma (2020) explanaram que o Bacillus sp. SBA12 apresenta
potencial de biocontrole de fitopatégenos, em particular para a Phytophthora
infestans e a Sclerotinia sclerotiorum, por conta da diversidade de proteinas, da
producéo de metabolitos secundéarios antimicrobianos e da presencga de enzimas

degradadoras de parede celular como endoglucanases, amilases e proteases
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Os resultados obtidos no ensaio de bacterizacdo de sementes
demonstraram que o tratamento das sementes imersas na solucéo bacteriana
do Bacillus JABO1 foi capaz de causar um halo de inibicdo do crescimento
micelial e da producéo de esclerddios do fungo S. sclerotiorum, no décimo e no
trigésimo dia apds a execucdo do ensaio, em comparagcdo com o controle (Fig.

3).

Controle JABO1

10 dias

Figura 3. Efeito de supresséo do crescimento micelial de S. sclerotiorum em sementes de soja
tratadas com o Bacillus JABO1 apo6s 10 e 30 dias de incubagdo. (A) Sementes de soja nédo
tratadas em placas de BDA contendo discos de micélio em crescimento ativo; (B) Sementes de
soja tratadas com a solugcédo bacteriana em placas de BDA contendo discos de micélio em

crescimento ativo.

O tratamento de sementes com inoculantes tém se consolidado como

uma das principais estratégias para o controle de doencas na fase inicial das
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plantas. A protecdo das sementes de soja in vitro do Bacillus JABO1 contra a S.
sclerotiorum observadas nesse trabalho soma a compatibilidade do isolado com
os inoculantes. Diante disso, o isolado bacteriano pode ser utilizado como
inoculante pré emergente, ja que o efeito foi observado em até 30 dias,

protegendo as sementes de fitopatégenos relacionados ao inicio da cultura.

Segundo Sabaté et al. (2018), a imersdo de sementes de feijdo branco
em solucéo bacteriana de trés diferentes cepas de Bacillus foi capaz de inibir em
100%, em placas de Petri contendo meio BDA, o desenvolvimento micelial do
fungo fitopatogénico S. sclerotiorum. De acordo com Rahman et al. (2016), a
bacterizacdo de sementes de mostarda foi capaz de evitar a colonizacao por
parte da S. sclerotiorum, enquanto que as nao tratadas foram acometidas pelas

hifas do fungo 7 dias apds incubagéo, resultados que vao de encontro ao nosso.

Os resultados revelaram que o Bacillus JABO1 possui metabdlitos
secundarios difusiveis com atividade de interesse. Os resultados mostraram que
JABOL1 foi capaz de reduzir quase que por completo o desenvolvimento micelial

em comparacao com o controle (Fig. 4).
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Figura 4. Efeito de atividade antagonista por substancias difusiveis de JABO1 contra S.

sclerotiorum.

Os resultados obtidos mostraram que ndo houve atividade antagonista do

Bacillus JABO1 em relacdo ao desenvolvimento de outros fungos fitopatdgenos

(Fig. 5).

Fusarium spp. Macrophomina spp. Colletotrichum spp.

Controle

JABO1

Figura 5. Avaliagcdo de atividade antagonista por substancias difusiveis contra outros fungos de

importancia econdmica para a soja.

Fungos fitopatdgenos de importancia agricola como Fusarium oxysporum,
Alternaria solani, Phytophthora infestans, Colletotrichum spp, Botrytis cinerea,
entre outros patdgenos de solo, sdo frequentemente mencionados em relatos de
biocontrole por parte de isolados de Bacillus (Noble, 2005; Panth, Hassler,

Baysal-Gurel, 2020; Ji et al., 2013; Shafi, Tian, Ji, 2017).

O isolado CNU114001, identificado como um Bacillus amyloliquefaciens

por Ji et al. (2013), foi testado in vitro o seu potencial como agente de biocontrole
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de fungos fitopatogénicos em ensaios de cultura dupla com diferentes
concentracfes da substancia antifingica bruta. De acordo com os autores, 0s
resultados demonstraram que o isolado foi capaz de inibir o crescimento micelial
de A. panax, B. cinerea, P. grisea e S. sclerotiorum com a menor concentracéo

tratada (50 ppm).

O estudo dirigido por Rahman et al. (2016) demonstrou que, em condicdes
in vitro, por meio de ensaio de cultura dupla em placas com meio BDA, diferentes
isolados de Bacillus suprimiram o crescimento micelial de S. sclerotiorum entre
65.9 a 82.5%. Ainda, segundo os autores, alguns dos isolados produziram
também uma variedade de COVs com capacidade de reduzir o crescimento

micelial, atingindo valor de até 54,4% pelo isolado RNB-92.

Os nossos resultados demonstraram que os metabdlitos secundarios
difusiveis emitidos pelo Bacillus JABO1 possuem efeitos fungistaticos para o S.
sclerotiorum, fato evidenciado pela inibicdo completa da germinacdo dos
esclerddios 7 dias ap0s eles serem tratados com a suspenséo bacteriana (Fig.

6).

Além disso, em meio BDA suplementado com azul de bromofenol (Fig. 7),
foi observado que o esclerddio tratado com o isolado ndo emitiu acido oxalico.
Isso pode se explicar pelo fato do azul de bromofenol ser um indicador de base
acido que emite cor azul a pH = 4,6 e cor amarela a pH < 4,6 (Kreft e Kreft, 2009).
Neste estudo, a coloragdo amarela ndo era visivel em placas com esclerédios

tratados.
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Controle JABO1

Figura 6. Avaliacdo da germinacao miceliogenica de esclerédios ap6s 7 dias em meio BDA.

Controle JABO1

Figura 7. Germinagcdo miceliogenica de esclerédio e producéo de acido oxalico em meio BDA

suplementado com azul bromophenol.

E relatado na literatura acerca do tema que a producdo do &cido oxalico

pela S. sclerotiorum esta intimamente associada com a infeccdo da planta



31

hospedeira. Foi observado que esse composto atua na desregulacéo das células
sentinelas (Cunha, 2010), a qual mantém abertos os estdbmatos e facilita a
entrada das hifas, bem como a reducéo do pH favorece a atividade de EDPCs
(Ferreira, 2023; Smolinska e Kowalska, 2018). A importancia do acido oxalico
no processo de infeccado do hospedeiro pelo fungo leva Cunha (2010) e Fang et
al. (2015) a destacarem o uso de plantas transgénicas com capacidade de
degradar o oxalato pelo gene oxalato descarboxilase (OxDC), esse sendo

produzido por espécies de Bacillus (Zhou et al., 2023; Reinhardt et al., 2003)

A capacidade de inibir o crescimento de diversos fitopatégenos foi
avaliada in vitro por Giorgio et al. (2015), e seis isolados de rizobactérias
demonstraram atividade de biocontrole por meio de substancias difusiveis e de
COVs. Os autores ainda avaliaram os COVs isolados e relataram que o isolado
de S. sclerotiorum USB-F593 foi 0 mais afetado dentre os fungos fitopatogénicos

testados.

Os resultados obtidos demonstraram que Bacillus JABO1 produz COVs
capazes de inibir a germinacdo miceliogénica de esclerédios. No tratamento
controle (Fig. 8A), o esclerddio foi capaz de germinar e colonizar a placa
enguanto que, no tratamento com o isolado bacteriano, ndo houve germinacéao
da estrutura de resisténcia (Fig. 8B). A exposi¢do ao conjunto de compostos
volateis produzidos pelo isolado demonstrou inibir a germinagéo do esclerédio

por até 30 dias (Fig. 8B).
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5 dias

30 dias

Figura 8. Efeitos de atividade antagonista de COVs do Bacillus JABOl1 na germinagdo
miceliogénica de esclerddios apds 5 e 30 dias de incubagdo. (A) Placa bipartida com meio de
cultura LB em um lado e em outro, meio BDA contendo um esclerddio; (B) Placa bipartida com
meio de cultura LB inoculado com o Bacillus JABO1 em um lado e em outro, meio BDA contendo

um esclerddio.

De acordo com Massawe et al. (2018), diferentes isolados do género
Bacillus foram avaliados quanto a capacidade de inibir a germinacdo de
esclerédios saudaveis sob efeito dos COVs produzidos pelas bactérias, e
revelou-se que esses ndo germinaram. Resultados parecidos foram relatados

por Weisskopf (2013) que aponta a inibicao da germinacédo de esclerddios por

compostos organicos volateis produzidos por bactérias. A prospeccao de
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meétodos de controle dos esclerddios constitui um dos principais focos do manejo
dessa doenca, uma vez que a estrutura de resisténcia dificulta a erradicacdo do

patogeno.

Santos (2021) testou a viabilidade de COVs para o controle do
crescimento micelial e para a germinacdo de esclerodios, entretanto, os
resultados evidenciaram que o conjunto de volateis produzidos pelo isolado ndo
tem potencial de biocontrole. Porém, por meio da exposicdo a solucdo dos
isolados de Bacillus por 30 minutos, a acdo de metabdlitos secundarios e

enzimas liticas foi capaz de inibir em até 100% a germinacéo dos esclerédios.

Segundo os resultados obtidos no ensaio para substancias difusiveis, a
producdo de metabdlitos secundarios difusiveis por parte do Bacillus JABO1 foi
capaz de suprimir o desenvolvimento do fungo fitopatogénico S. sclerotiorum em
folhas de soja destacadas. A progressao da doenca foi muito menor nas folhas
gue receberam o tratamento (Fig. 9B), quando comparadas ao controle (Fig. 9A),
no qual a folha de soja foi colonizada em torno de 80% da area foliar, em 5 dias

apos a inoculagéo do fungo.

Ao longo de 5 dias de incubagdo das placas bipartidas, foi possivel
observar os efeitos dos COVs do Bacillus JABO1 sobre a colonizacdo da S.
sclerotiorum em folhas de soja. No quinto dia, os resultados demonstraram que
a progressao da doenca nas folhas de soja tratadas com os COVs foi quase nula
(Fig. 9D), ao passo que, nas folhas que nao foram expostas aos COVs, a doenca

acometeu mais da metade da area foliar (Fig. 9C).
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Controle JABO1
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Figura 9. Efeito do Bacillus JABO1l na supressdo do desenvolvimento do fitopatégeno
S.sclerotiorum em folhas destacadas de soja. (A) Folha destacada de soja com disco de micélio
em crescimento ativo; (B) Folha destacada de soja com disco de micélio em crescimento ativo e
inoculada com o Bacillus JABO1; (C) Placa bipartida com meio LB em um lado e em outro, um
foliolo de soja com disco micelial de S. sclerotiorum; (D) Placa bipartida com meio LB inoculada
com o Bacillus JABO1 em um lado e em outro, um foliolo de soja com disco micelial de S.

sclerotiorum.

Em ensaios de folhas destacadas, foram obtidos resultados semelhantes,

em que o uso de espécies de Bacillus foi capaz de proteger as folhas contra
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infeccdo do fungo S. sclerotiorum (Spanhol et al., 2020; Sahman et al., 2016).
De acordo com os autores, o tratamento das folhas com as solu¢des bacterianas,
apresentou potencial de biocontrole através de substancias difusiveis que
reduziram as lesGes necroticas; ademais, a atividade de biocontrole também foi

observada em folhas de soja pelo tratamento por COVs (Massawe et al., 2018).

A atividade antagonista do Bacillus JABO1 é de grande interesse na
prevencdo do fungo fitopatogénico tanto para pré emergéncia das sementes
quanto para protecdo das partes aéreas das plantas em periodos de maior
vulnerabilidade a doenca. Além disso, o Bacillus JABO1 pode ser usado em
periodos de florescimento da cultura a fim de proteger as partes aéreas das
plantas da infeccdo da S. sclerotiorum, tendo em vista os resultados positivos in

vitro de reducéo de incidéncia e severidade em folhas destacadas de soja.

Para avaliagdo da taxa de germinacdo, foi realizada a contagem de
plantulas emergidas. Os resultados demonstraram que ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos em relacdo ao numero de sementes

germinadas (Fig. 10, Grafico 1, Tabela 1).
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Figura 10. Ensaio de germinacao de sementes de soja tratadas com Bacillus JABO1 na presenca

de S. sclerotiorum; (A) 7 dias apés a semeadura (repeticdo do tratamento de inoculacdo do

Bacillus JABO1 + cultura liquida de micélio de S. sclerotiorum; (B) 7 dias apds a semeadura

(repeticéo do tratamento de somente inoculagdo da cultura liquida de micélio de S. sclerotiorum).

Descricdo metodolégica

Numero de sementes
germinadas

Média de sementes
germinadas por repeticao

Germinagdo de
sementes (%)

TRATAMENTOS

T1

T2

T3

T4

T5

T6

T1 = controle (s6 sementes);

T2 = sementes inoculadas com
Bacillus JABO1;

T3 = sementes inoculadas com
Bacillus JABO1 + cultura liquida
de micélio;

T4 = sementes inoculadas com
cultura liquida de micélio;

T5 = sementes inoculadas com
Bacillus JABO1 e aplicacdo da
solucéo bacteriana apds
emergéncia das plantulas;

T6 = semente inoculadas com
Bacillus JABO1 + cultura liquida
de micélio e aplicacéo da
solucéo bacteriana apds
emergéncia das plantulas;

TOTAL = 36

3la

32a

26 a

23 a

23 a

23 a

TOTAL =12

10,3

10,7

8,7

7,7

7,7

92

92

75

67

67

67

Tabela 1. Avaliacdo de germinacdo de sementes.
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Gréfico 1. Germinacao de sementes em casa de vegetagéo.

De acordo com Rahman et al. (2016) o efeito da bacterizagdo de
sementes na germinacao e no vigor de plantulas foi observado in vitro. Segundo
0s autores, o tratamento promoveu um crescimento significativo em relagcéo ao

controle.

Obteve resultados em casa de vegetacdo por meio da inoculagdo com
cultura liquida de micélio (Gréfico 2). Apos 4 dias da inoculagéo, as plantas que
compunham os tratamentos (Tabela 2) de controle negativo (sé o fungo na
planta) j& apresentavam o sintoma de murcha, fato que, em menos de 3 dias, foi
capaz de causar o ressecamento das partes afetadas (Fig. 11C). Ja nas plantas
do tratamento de interacdo entre o fungo e o isolado bacteriano, ndo foram
observados sintomas visiveis da doenca e as plantas desenvolveram-se

normalmente (Fig. 11B)
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5 dias apos
inoculacao

6 dias apos
inoculacao

7 dias apds
inoculacao

Figura 11. (A) Ensaio de inoculagdo com cultura liquida de micélio de S. sclerotiorum em plantas
de soja; (B) Tratamento T3 (Bacillus JABO1 + cultura liquida de micélio) 7 dias apds inoculacéo;

(C) Tratamento T4 (cultura liquida de micélio) 7 dias apds inoculagao.

Numero de plantas Média de incidéncia  Incidéncia em

i . Descricdo metodologica . infectadas . por repetigcao . plantas (%)
TRATAMENTOS TOTAL =15 TOTAL =3
T T1 = controle (s6 semente de 0b 0 0

soja);

T2 = plantas de soja
T2 inoculadas apenas com o 0Ob 0 0
Bacillus JABO1;

T3 = plantas de soja
inoculadas com o Bacillus
T
3 JABO1 e solo com o fungo 2b 0.4 13

S. sclerotiorum;;

T4 = plantas inoculadas
somente do fungo S.
sclerotiorum (controle

negativo);

T4 13 a 2,2 73

Tabela 2. Avaliacéo de atividade antagonista do Bacillus JABO1 contra S. sclerotiorum em plantas

de soja.
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Gréfico 2. Incidéncia de mofo-branco em plantas de soja em casa de vegetacao.

Em vista dos resultados in vitro, estudos sédo realizados em condi¢des de
casa de vegetacdo, a fim de avancar com o conhecimento de biocontrole de
microrganismos. Por exemplo, ensaios em casa de vegetacdo com plantas de
tomate, tratamentos com espécies de Bacillus tém demonstrado resultados

positivos, reduzindo a infec¢ao por fitopatégenos (Etesami, Jeong, Glick, 2023).

De acordo com Cheng et al. (2022), um Bacillus amyloliquefaciens foi
capaz de reduzir os danos causados pela S. sclerotiorum em plantas de soja,
haja visto que o controle apresentou murchas e folhas necroéticas. Ja as plantas
tratadas com o isolado bacteriano ndo foram observados tais sintomas,

resultados que estdo em concordancia com 0S nN0SSOS.

Nossos resultados estado de acordo com resultados anteriores na literatura
acerca do tema aqui tratado. Cheng et al. (2022) expuseram que B.

amyloliquefaciens CH-2 foi capaz de reduzir significativamente a incidéncia do
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mofo-branco em plantas de soja in vivo. Sabaté et al. (2018) relatou que os
isolados Bacillus spp. B19 and P12 and B. amyloliquefaciens B14, em
combinacgéo, tem potencial para reduzir a incidéncia do mofo-branco. Diante
disso, a prospeccao de microrganismos e o potencial desses como agentes de
biocontrole torna-se essencial, uma vez que as interacbes entre o0s

microrganismos sdo inimeras e especificas.
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6. CONCLUSOES

Conforme os resultados obtidos neste trabalho de iniciagdo cientifica, o
Bacillus JABO1 apresentou grande potencial acerca da atividade antagonista
contra o fungo fitopatogénico S. sclerotiorum. O isolado bacteriano demonstrou
compatibilidade com estirpes de Bradyrhizobium japonicum, podendo ser
utilizado no tratamento de sementes de soja junto desses inoculantes. O Bacillus
JABO1 produziu metabdlitos secundarios capazes de proteger sementes e folhas
destacadas de soja in vitro, além de inibir a germinacao in vitro de esclerédios
sob a exposicdo dos COVs do isolado. Por fim, o isolado bacteriano foi capaz de
reduzir significativamente a incidéncia do mofo-branco em casa de vegetacdo
em plantas de soja. Portanto, espera-se que os resultados do Bacillus JABO1
apresentados neste trabalho possam embasar futuros estudos que avaliem a
viabilidade do isolado como produto biolégico contra a S. sclerotiorum a nivel de

campo.
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