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INTRODUCAO
Os microrganismos representam uma das fontes de recursos naturais de facil

manipulacdo, podendo ser utilizada para o entendimento da natureza de varios processos vitais
e problemas relacionados a saude, a producdo de alimentos e a producado industrial, podendo
ser estudados em ambientes naturais ou em laboratério. S&o parte importante dos ecossistemas,
devido ao papel crucial na transformacdo de energia e a participacdo em processos
biogeoguimicos (CERIGIOLI, 2005).

O controle bioldgico tem sido também uma das aplicacdes desta microbiota. Alguns
fungos sdo produtores de substancias secundarias, que podem atuar como inibidores de
herbivoria (Venugopalan ; Srivastava, 2015; Musavi et al., 2015). Outros microrganismos
sintetizam biomoléculas que podem auxiliar no controle biolédgico de fitopatégenos (e.g. Aktar
et al., 2014; Parmar et al., 2015).

Embora microrganismos endofiticos e rizosféricos tenham sido amplamente testados
para o controle de fitopatdgenos, mecanismos que possam estimular o metabolismo destes
microrganismos a aumentarem a secre¢do de compostos de antibiose tém sido pouco avaliados.
Van der Meij et al. (2018) observaram que a exposic¢ao subsequente de isolados endofiticos a
horménios vegetais encontrados tipicamente em raizes e tecidos de Arabidopsis estimula a
producéo de antibidticos contra Escherichia coli e Bacillus subtilis. Desta forma, este trabalho
teve como objetivo testar o efeito do fitormonio acido indol acético — AlA, sobre o potencial
antibiotico de bactérias endofiticas radiculares e rizosféricas isoladas da palmeira Butia archeri,

na supressao do fitopatdgeno Rhizoctonia sp..

84



MATERIAL E METODOS
Obtencéo dos isolados

Foram utilizados isolados bacterianos pertencentes a colecdo de culturas microbianas
do Laboratério de Microbiologia Agricola do IF Goiano campus Rio Verde. Estes foram
previamente obtidos a partir de fragmentos radiculares e da rizosfera de B. archeri. Foram
testados 88 isolados bacterianos endofiticos e 25 rizosféricos.

Obtencao dos fitopatogenos

Foram empregados nos testes, fungos fitopatogénicos pertencentes a colecdo de culturas
do Laboratério de Microbiologia Agricola do Instituto Federal Goiano campus Rio Verde. Os
fitopatdgenos testados foram: Rhizoctonia sp. .

Selecéo preliminar de isolados com atividade antagonista in vitro

A atividade antagonista preliminar foi avaliada em triplicata para cada isolado. Para
isso, discos de 6 mm de diametro de coldnias dos fitopatdgenos foram inoculados na regido
central de placas de Petri contendo meio BDA (Agar dextrose batata) suplementado com AlA.

Foram avaliadas 04 concentracdes do elicitor. Para isso, foram preparadas solucdes de
AlA nas concentraces filtradas de 0.1 e 1.0uM. Estas concentracGes estimadas para 1 L de
meio de cultura foram diluidas em 100 ml de H20 destilada e filtradas em membrana millipore
de 0.22 um. O filtrado foi adicionado a 900 ml do meio de cultura teste. Riscos das col6nias
bacterianas Foram dispostos em raio (04 isolados por placa) e as culturas incubadas a 28°C,
durante 7 dias. A capacidade antagonista foi evidenciada por diminui¢do no desenvolvimento
do micelio do fitopatdgeno na direcdo da bactéria simbidtica avaliada. Os isolados que
demonstrarem potencial neste teste preliminar foram testados na etapa seguinte.

Analise da capacidade antagonista in vitro

Para isso foi realizada a técnica de cultura pareada utilizando-se discos de 6 mm de
diametro de col6nias dos fitopatdgenos e um risco de 6 cm de coldnia bacteriana. Os mesmos
foram inoculados em polos opostos em placas de Petri (4 cm de distancia) contendo meio de
cultura BDA suplementado com AIA nas diferentes concentraces informadas acima. As
culturas pareadas foram, incubadas a 28°C durante 7 dias. Os testes foram realizados em
triplicata, sendo utilizado para controle negativo, somente o fitopatdgeno em um polo da placa.
A avaliacdo do potencial para antibiose se deu quando os micélios dos fitopatdgenos atingirem,
no controle, 6 cm de didametro. As interacfes competitivas foram analisadas segundo a escala
de Badalyan et al. (2002). O diametro da colbnia fungo fitopatogénico foi medido com
paquimetro e a porcentagem de supressdo de cada bactéria, calculada através do indice de

inibicéo relativo (IR):
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IR (%) = (RC - RX) x 100, sendo:
RC
RC = raio da colbnia do patégeno no tratamento controle.

RX = raio da coldnia do patégeno pareada com o isolado endofitico.

No teste final, foram avaliadas 12 bactérias submetidas a duas concentraces de AlA, sendo a
inibicdo avaliada durante quatro tempos 48, 96, 144 e 192 horas. Os dados de IR obtidos foram
submetidos a andlise de variancia e comparados por teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando-
se o software Sisvar.

ResultadoS e discussdaoNos testes preliminares, de todas as bactérias testadas, com a
adicéo das concentragdes de 0.001 uM ou de 0.1uM de AIA, apenas 12 isolados apresentaram
potencial inicial de antibiose contra o fungo Rhizoctonia sp. sendo 6 delas endofiticas e 6

rizosféricas (Tabela 1).

Tabela 1. Bactérias simbidticas de Butia archeri submetidas a teste preliminar de antibiose ao
fungo fitopatogénico Rhizoctonia sp. e que inibiram positivamente este fungo.

Isolado Cadigo do isolado
Bacillus sp. BA88-R
Enterobacter aerogenes BA82-E
Rhizobium sp. BA253-E
N&o identificada BA282-E
Enterobacter aerogenes BA83-E
N&o identificada BA 94-R
Rhizobium sp. BA 185-E
Rhizobium sp. BA 76-R
Bacillus sp. BA 122-R
Enterobacter oryzae BA 123-R
Né&o identificada BA 108-R
Enterobacter ludwiggi BA206-E

Foi observado que a maioria das bactérias testadas, independentemente do tempo de
avaliacdo, expressava potencial de antibiose na menor concentracdo fornecida de AIA
(0.001uM). Das 12 bactérias testadas a que apresentou maior indice de inibicdo quando
elicitada com a concentragéo de 0.001puM de AlA foi a Rhizobium pusense (Im% de 51,656).
Contudo, as bactérias Enterobacter aerogenes (Im% de 37,776) e Enterobacter aerogenes

(Im% de 40,537), também demonstraram potencial significativo para a inibicdo de Rhizoctonia
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sp. (Tabela 3). Na segunda concentracdo avaliada (0.1uM). Duas bactérias se destacaram nos
testes preliminares, sendo que as mesmas ndo expressaram potencial de antibiose quando
submetidas a concentracdo inferior de AlA. Estas bactérias foram Bacillus sp. (Im% de 9,932)
e Enterobacter ludwiggi (Im% de 10,773). Em relacdo ao maior indice de inibicdo,
independentemente do tempo de avaliagdo, a bactéria que apresentou melhor resultado sob a
concentracdo de 0.1uM de AIA foi também Rhizobium pusense (Im% de 36,596), porém, o
percentual de inibicdo relativo destas bactérias, foi inferir, ao ser submetida a esta concentracao
maior de AlIA (Tabela 3). Com isso, conclui-se que o estimulo a antibiose induzido por AIA

produziu maior efeito quando a concentragdo desse fitormonio esteve muito baixa.

Tabela 2. Indices de inibicio geral médio do fitopatdgeno Rhizoctonia sp., por bactérias
endofiticas radiculares e rizosféricas de B. archeri elicitadas pelas concentra¢bes de 0.001puM
e de 0.1uM de AIA (valores obtidos a partir de quatro tempos de avaliacdo - 48, 96, 144 e 192
horas).

Concentracéo de AIA

Isolados
0.001pM 0.1uM

IR% a Rhizoctonia sp.

Enterobacter aerogenes

(BAB2.E) 37,776 b 29,419 b
Enterobacter aerogenes
(BAS3.E) 40,537 b 31,263 b
BA94-R 10,393 de -

Rhizobium sp. (BA185-E) 11,792 de -
Rhizobium pusense

(BA253-E) 51,656 a 36,596 a
Rhizobium sp. (BA76-R) 12,519 de -
Bacillus sp. (BA122-R) 10,391 cd 11,224 cd
BA282-E 10,439 cd 11,224 cd
Enterobacter oryzae i
(BA123-R) 37,463 ¢c
BA108-R 14,032 de 11,227 de
Bacillus sp. (BA88-R) - 9,932 de
Enter(()lgjaoi:é[(ce)zs !lé?nggl i 10773 de

*Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Com relacdo aos tempos avaliados durante a indugéo de inibicéo, para a Rhizobium pusense
(Im% de 51,656) a bactéria de melhor resultado geral, ndo foi observado diferenca estatistica
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entre os percentuais de inibicdo nos diferentes tempos, ndo havendo, portanto, um pico de
resposta a elicitagdo. O mesmo foi observado para a maioria das bactérias com indices de
porcentagem de inibicdo altos. Indicando que elas mantiveram estavel as respostas de antibiose.
Contudo, para as linhagens para as quais se observou baixo IR, os melhores percentuais foram
verificados as 48 e as 96 horas, havendo nestes periodos, maior supressdo do patdgeno,
independentemente da concentragdo de AlA testada.

Figura 1. Padrdo de desenvolvimento do fitopatdgeno Rhizoctonia sp. em auséncia de bactérias
supressoras (a) na concentragdo de 0.001uM e (c) na concentragdo de 0.1uM, bem como na
presenca da bactéria (b) Rhizobium sp. BA253E em 0.001uM e em (d) 0.1uM de AlA.
Bactérias endofiticas e rizosférica constituem uma boa fonte para a prospec¢do de micro-
organismos supressores de patdgenos, podendo ser testadas para medidas de controle biologico,
a presenca de AlIA em baixas concentracOes pode elicitar o efeito biocontrolador de Rhizobium
pusense. Este trabalho abre perspectivas para o teste em campo destas bactérias simbioticas, em

associacdo com moléculas indutoras do crescimento, no controle de Rhizoctonia sp.
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