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Resumo

Sclerotinia sclerotiorum é um dos principais patdgenos da cultura da soja, reduzindo o potencial produtivo
da cultura e causando perdas de até 37%. Por ser habitante de solo, seu manejo é dificil. Porém, a adocao
de métodos alternativos, como o uso de antagonistas, pode auxiliar na reducdo do inéculo do patdgeno.
Assim, objetivou-se com esse trabalho, selecionar rizobactérias autdctones de soja e verificar o potencial de
antagonismo in vitro frente a Sclerotinia sclerotiorum, bem como o efeito desses isolados na germinagdo e
desenvolvimento vegetativo de plantulas de soja. Para isso, foram conduzidos testes de inibicdo e indice de
velocidade do crescimento micelial, producdo de compostos volateis, producdo de metabdlitos
rizobacterianos e desenvolvimento vegetativo de plantulas de soja. Com relacdo ao antagonismo, os
isolados 11, U4, M6, U13 e M8, foram os mais eficazes. Para a producdo de compostos volateis pelo método
de placas sobrepostas, os isolados M8, M10, M9, I1, M6 e U4 tiveram as maiores reducées do crescimento
micelial do patégeno. Ja para a capacidade dos isolados de produzir metabdlitos hidrossoltiveis em meio de
cultura, verificou-se que os isolados 11, M3, M6 e U13 foram os mais eficazes. Para o desenvolvimento
vegetativo de plantulas de soja, com excecdo para o comprimento de raizes, em que os isolados M8, 114,
M9, 11, M6 e M10 proporcionaram os maiores incrementos no tamanho da raiz, as demais varidveis ndo
apresentaram incrementos significativos quando comparadas com a testemunha. De maneira geral, os
isolados M8, M10, M9, 11, M6 e U4 s3do eficazes na inibicdo do crescimento micelial de Sclerotinia
sclerotiorum, produzem compostos organicos voldteis que ajudam no controle do patdégeno, entretanto,
ndo apresentam incrementos significativos no desenvolvimento vegetativo de plantulas de soja.
Palavras-chave: antagonismo; bactérias benéficas; controle bioldgico; Podriddao de esclerotinea, Glycine
max.

Rhizobacteria in the control of Sclerotinia sclerotiorum, and vegetative development effects of soybean
seddlings

Abstract

Sclerotinia sclerotiorum is one of the main pathogens of soybean crop, reducing crop yield potential and
causing losses of up to 37%. Because it is a soil inhabitant, its management is difficult. However, the
adoption of alternative methods, such as the use of antagonists, may help reduce the pathogen inoculum.
Thus, the objective of this work was to select native soybean rhizobacteria and to verify the potential of in
vitro antagonism against Sclerotinia sclerotiorum, as well as the effect of these isolates on the germination
and vegetative development of soybean seedlings. For this, tests of inhibition and mycelial growth rate
index, production of volatile compounds, production of rhizobacterial metabolites and vegetative
development of soybean seedlings were conducted. With respect to antagonism, 11, U4, M6, M8 and U13
isolates were the most effective. For the production of volatile compounds by the overlapping plate
method, isolates M8, M10, M9, 11, M6 and U4 had the largest reductions in pathogen mycelial growth. For
the ability of isolates to produce water-soluble metabolites in culture medium, it was found that isolates 11,
M3, M6 and U13 were the most effective. For the vegetative development of soybean seedlings, except for
the root length, in which the isolates M8, 114, M9, 11, M6 and M10 provided the largest increases in root
size, the other variables did not show significant increases when compared with the witness. In general,
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isolates M8, M10, M9, |11, M6 and U4 are effective in inhibiting mycelial growth of Sclerotinia sclerotiorum,
produce volatile organic compounds that help control the pathogen, however, they do not show significant
increases in the vegetative development of soybean seedlings.

Keywords: antagonism; beneficial bacteria; biological control; Sclerotinia stem rot; Glycine max.

Introdugao

O fungo Sclerotinia sclerotiorum [(Lib.) de
Bary 1884], agente causal do mofo branco da
soja, é um patégeno de solo, necrotréfico e
cosmopolita, capaz de infectar mais de 400
espécies de plantas. Além disso, pode se associar
as sementes na forma de micélio dormente ou
esclerddios, reduzindo drasticamente o potencial
germinativo, o vigor e a emergéncia de plantulas
no campo, bem como pode deteriorar as
sementes (HENNENBERG et al., 2012; SILVA et al.,
2017). As perdas com a presenca do patégeno no
solo podem chegar a 30%, com redugdo da
producdo de 37% se considerarmos uma
incidéncia de 50% no campo (FURLAN, 2015). No
Brasil, as epidemias de mofo branco estdo
amplamente distribuidas em varias regides
produtoras, estimando-se que aproximadamente
23% da area cultivada de soja e 100% da area
irrigada por pivd central, estejam contaminadas
pela presenca de esclerédios do patdgeno
(MEYER et al., 2014).

Solos altamente infestados podem
comprometer cultivos futuros, pois uma vez
introduzido na lavoura, é um patdgeno de dificil
manejo, devido a produgdo constante de
esclerddios a cada ciclo da cultura, capazes de se
manter no solo por longos periodos de tempo.
Adicionalmente, ndo se degradam facilmente, em
funcdo da presenca de melanina que tornam as
estruturas rigidas e, principalmente, pela
dificuldade dos fungicidas em atingir os sitios de
infeccdo (HENNING, 2009; MARCUZZO;
SCHULLER, 2014; SUMIDA et al., 2015).

A doenga se manifesta em qualquer parte
da planta, tendo inicio, normalmente, pelas
partes mais proximas ao solo, formando manchas
de anasarca nos tecidos, que evoluem para
coloragdo castanho-clara, com abundante
formagdo de micélio cotonoso de coloracdo
branca e formagdo de esclerdodios (GODOY et al.,
2016). O patdgeno é disseminado principalmente
por sementes e maquindrios infestados
(CARDOSO et al., 2015; TUPICH et al., 2017).

O alto potencial destrutivo do mofo
branco na cultura da soja torna obrigatéria a
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adoc¢do de medidas integradas de manejo (MID),
com o objetivo de garantir a sustentabilidade da
producdo. Diante disso, o controle da doenca
pode ser mais eficaz por meio da integracdo de
métodos convencionais e alternativos de manejo,
como a rotacdo de culturas, manutencao de
cobertura morta, uso de indutores de resisténcia,
controle quimico e controle biolégico (SUMIDA et
al.,, 2015). No entanto, ndo existem cultivares
resistentes a doenga, impossibilitando dessa
forma, o controle genético (GORGEN et al., 2009).

Diante da dificuldade de obtencdo de
uma cultivar que apresente resisténcia duravel,
para o controle do mofo branco, e devido a alta
taxa de progresso da doenga, potencial
destrutivo do patégeno e permanéncia das
estruturas de resisténcia no solo por longos
periodos de tempo, o principal método de
controle da doenca ainda é o uso de defensivos
guimicos para a obtengdo de niveis competitivos
de produtividade. Para isso, recomenda-se, de
maneira geral, o tratamento de sementes e a
aplicacdo preventiva de fungicidas foliares, no
periodo de maior vulnerabilidade da soja, que
compreende o inicio da floragdo ou fechamento
das entrelinhas até o inicio de formagdo de
vagens (MEYER et al, 2017). Contudo, o
incremento dos custos com o controle quimico, a
perda de eficiéncia de alguns defensivos, devido
a resisténcia dos organismos alvos, além dos
problemas advindos dessas praticas indicam a
necessidade da busca de produtos
biocompativeis para o controle de fitopatégenos
(GORGEN et al., 2009).

Diante disso, torna-se necessario
aumentar estudos e recursos dedicados a
métodos de controle alternativos no pais visando
meios de sustentabilidade ambiental e social para
a agricultura. O uso de antagonistas aplicados as
sementes pode auxiliar na redugdo do inéculo de
S. sclerotiorum (GORGEN et al., 2009). Nesse
contexto, bactérias promotoras de crescimento
de plantas (Plant Growth-Promoting
Rhizobacteria — PGPR) podem atuar como
agentes de controle bioldgico, uma vez que
induzem resisténcia sistémica em plantas,



produzem antibidticos e sideréforos que inibem o
crescimento de patdgenos (RAMAMOORTHY et
al., 2001). Todavia, antes que um microrganismo
chegue de fato a se tornar um produto biolégico,
sdo necessarios inUmeros testes, como a
bioprospeccao e selegao in vitro dos melhores
isolados.

Com base no exposto, torna-se
necessario a realizacdo de testes que visem
selecionar microrganismos benéficos eficazes no
controle de S. sclerotiorum, e que,
consequentemente, ndo causem danos as
sementes de soja. Dessa forma, objetivou-se com
esse trabalho, selecionar rizobactérias
autéctones de soja e verificar o potencial de
antagonismo in vitro frente a Sclerotinia
sclerotiorum, bem como o efeito desses isolados
na germinacao e desenvolvimento vegetativo de
plantulas de soja.

Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos no
Laboratério de Fitopatologia e Microbiologia do
Solo da Universidade Federal do Pampa/Campus
Itaqui. O isolado de Sclerotinia sclerotiorum foi
proveniente da micoteca do Laboratério de
Fitopatologia e Microbiologia do Solo da
Unipampa/Campus Itaqui. O delineamento
experimental utilizado para todos os testes foi o
inteiramente casualizado (DIC), com quatro
repeticdes para cada tratamento.

Ao todo, foram isoladas 46 rizobactérias,
oriundas de raizes de soja, coletadas de trés
diferentes locais do estado do Rio Grande do Sul.
Destas, 18 foram isoladas de plantas coletadas
em Itaqui/RS, 13 de plantas coletadas em
Macambard/RS e 16 de plantas coletadas em
Uruguaiana/RS. Para isso, a parte aérea das
plantas foi descartada e as raizes foram
ligeiramente separadas do solo e cortadas em
fragmentos de aproximadamente 5 cm.
Posteriormente, foram pesados 10 g de cada
amostra, e diluidos em 100 mL de solugdo salina
de NaCl 0,85%. A suspensdo foi mantida em
agitagdo continua em Shaker, sob temperatura
ambiente, durante 30 minutos a 140 rpm, a fim
de que as bactérias migrassem da rizosfera para a
solucgdo salina.

Em seguida, realizou-se uma diluicdo em
série de cada amostra em solugdo salina de NacCl
0,85%, com fator de diluicdo 1:10, até 10™
(ROMEIRO, 2007). Aliquotas de 0,1 mL dessa
suspensdo foram semeadas em placas de Petri
contendo meio de cultura 523 de Kado e Heskett
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(1970). As placas foram incubadas em camara de
crescimento tipo BOD, a 28 °C por 24 h para
crescimento das col6nias bacterianas. Apds esse
periodo, as col6nias que apresentaram coloracao
e morfologia distintas, foram repicadas para
tubos inclinados contendo meio 523, para uso na
rotina dos testes (OOSTENDORP; SIKORA, 1989,
com adaptacoes).

Para fins de identificacao, foi realizada a
caracterizacdo morfolégica dos isolados, através
da observagdo da coloragdo, forma, superficie
(lisa ou rugosa) e brilho (brilhante, opaca ou
translucida) da col6nia e alteragdo da cor do meio
(PINHO et al., 2019). Procedeu-se também ao
teste de Gram, através da solubilidade da parede
celular da bactéria em Hidroxido de Potassio 3%
(KOH-3%) (RYU, 1938).

Apds a obtencdo e caracterizacdo dos
isolados, foi realizado o teste de inibicdo do
crescimento micelial in vitro de S. sclerotiorum,
conforme a metodologia do pareamento de
culturas nao-quantitativo, proposta por Filippi et
al. (2011). Para isso, foi transferido um disco de
micélio do patdgeno de 0,5 cm de didametro, para
o centro das placas de Petri contendo meio de
cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA). Em seguida,
as rizobactérias foram repicadas nos quatro
extremos da placa de Petri, formando um
quadrado no entorno do disco de micélio. Por
fim, as placas foram incubadas em BOD, a 25 °Ce
fotoperiodo de 12 h. Como controle, utilizou-se
placas de Petri contendo apenas o disco de
micélio de S. sclerotiorum no centro do meio de
cultura.

Finalmente, avaliou-se o indice de
velocidade de crescimento micelial (IVCM) de S.
sclerotiorum e a porcentagem de reducdo do
indice de velocidade de crescimento micelial,
através da mensuracdo didria do crescimento
vegetativo do patégeno, nos sentidos vertical e
horizontal da placa, a cada 24 h. A (dltima
avaliagdo foi realizada quando o tratamento
controle atingiu a borda da placa de Petri (FILIPPI
et al., 2011). Os dados obtidos foram utilizados
no calculo do IVCM, através da férmula: IVCM =3
(D-Da)/N, onde IVCM = indice de velocidade de
crescimento micelial; D = didmetro médio atual
da col6nia; Da = didametro médio da col6nia do
dia anterior;, N = numero de dias apds a
inoculacdo (MAIA et al., 2011). Ja o percentual de
inibicido de crescimento micelial foi calculado
pela formula % inibicdo = 100 — (CM x 100/T); CM
= didmetro da col6nia; T = didmetro da colbnia do
tratamento controle (PINHO et al., 2019).



Os 10 isolados mais promissores, obtidos
no teste de pareamento de culturas, foram
submetidos a testes de producdo de compostos
organicos volateis e metabdlitos hidrossoluveis,
assim como seus efeitos sobre o crescimento
micelial do fungo. A fim de verificar a capacidade
de producdo de substancias volateis dessas
rizobactérias, realizou-se o método de placas
invertidas e sobrepostas (DICK; HUTCHINSON,
1996). Para isso, os isolados foram repicados para
meio de cultura 523 liquido, e foram mantidos
sob agitacdo em Shaker durante 24 h a 120 rpm e
temperatura de 28 °C. Decorrido o periodo de
agitacdo, sob meio de cultura 523 sélido foi
adicionado 0,1 mL de suspensdo rizobacteriana,
que foi espalhada, homogeneamente, com alca
de Drigalski sobre o meio de cultura. Ja para o
patégeno, procedeu-se a repicagem de um disco
de 0,5 mm de diametro contendo micélio, que foi
transferido para o centro de placas de Petri
contendo meio de cultura BDA.

Para formar a sobreposicdo das placas,
estas foram colocadas uma sobre a outra, de
maneira que a placa contendo a suspensdo da
rizobactéria ficasse abaixo da placa contendo o
disco de micélio do fungo. Para unido das placas e
para que os metabdlitos ndo escapassem do
interior das placas, as mesmas foram vedadas
com filme de PVC, e incubadas em camara de
crescimento tipo BOD a 25 °C, até que o
crescimento da testemunha atingisse a borda da
placa. A testemunha constou de uma placa com
meio BDA, contendo disco de 0,5 mm de
didametro do fungo, sobreposta a uma placa
contendo apenas meio de cultura 523. A
avaliagdo constou da mensuracdo didria do
crescimento micelial do patégeno, no sentido
vertical e horizontal da placa. O IVCM foi
calculado pela formula proposta por Maia et al.
(2011).

J& para andlise dos metabdlitos
hidrossoluveis sobre o crescimento micelial, foi
realizado o teste de produgdo de metabdlitos
rizobacterianos (ROMEIRO, 2007). Para isso, as
rizobactérias foram repicadas para 100 mL de
meio de cultura 523 liquido e agitadas em Shaker
por 24 h, a 120 rpm e 28 °C para crescimento.
Posteriormente, os frascos contendo os meios de
cultura com crescimento das bactérias foram
autoclavados, por 20 min a 121 °C, para garantir
que os isolados sucumbissem, e no meio de
cultura ficassem apenas os metabdlitos
secunddrios produzidos. Apds o resfriamento,
foram adicionados 10 mL da suspensdo
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bacteriana autoclavada a 90 mL de meio de
cultura BDA. Em seguida, o meio foi
homogeneizado manualmente, e vertido em
placas de Petri. Apds a solidificacdo do meio
contendo os provaveis metabdlitos, foi repicado
no centro da placa, um disco de 0,5 mm de
diametro, contendo as estruturas vegetativas do
patégeno. Diariamente, mensurou-se o
crescimento do patégeno no sentido vertical e
horizontal da placa, até que a testemunha (fungo
repicado em meio de cultura sem suspensdo
bacteriana) atingisse a borda da placa. Para
avaliacdo, também foi calculado o IVCM segundo
Maia et al. (2011).

Apds  verificar o  potencial de
antagonismo e produgdo de compostos volateis,
foram realizados testes para avaliar o
desenvolvimento vegetativo de plantulas de soja,
para verificar o potencial dos isolados em
propiciar incrementos no desenvolvimento de
plantas de soja, em condicbes de casa de
vegetacdo. Para isso, sementes de soja da cultivar
Ponta 7166RSF IPRO foram tratadas com a
suspensdo bacteriana dos isolados. Para o
tratamento, inicialmente, os isolados foram
crescidos em meio 523, a 28 °C por 24 h, e em
seguida, postos em suspensdo. O preparo das
suspensdes constou da adicdo de solucdo salina
de NaCl 0,85% as colbnias, que foram entdo
raspadas com alca de Drigalski, até a obtencao de
uma suspensdo homogénea de células e
ajustadas em espectrofotometro para ODs4=0,5
(PINHO et al., 2019).

Posteriormente, as sementes de soja
foram desinfestadas superficialmente através da
triplice lavagem (30 segundos em dlcool 70%, 1
minuto em hipoclorito de sdédio 1% e trés
lavagens em agua destilada e esterilizada),
imersas na suspensdo de cada isolado, e agitadas
em Shaker a 140 rpm e 28 °C, durante cinco
minutos (BEZERRA et al., 2013, com adaptacgdes).
Para a testemunha, sementes de soja da mesma
cultivar foram imersas apenas em solugdo salina
de NaCl 0,85%.

Apds o tratamento, foram semeadas trés
sementes de cada tratamento, em copos
pldsticos de 400 mL, contendo substrato
comercial. Foi avaliado o indice de velocidade de
germinagdo em solo (IVG) até a emergéncia de
todas as sementes na testemunha. Apds 55 dias
da semeadura, avaliou-se a altura de plantas
(cm), nimero de folhas (NF) e matéria seca de
parte aérea (MSPA) e raiz (MSR). Os resultados
obtidos foram submetidos a andlise de variancia,



e as médias, quando significativas pelo teste F,
agrupadas pelo Teste de Scott-Knott (P<0,05) no
software Sisvar, versdo 5.6 (FERREIRA, 2011).

Resultados e Discussao

A caracterizacdao morfoldgica apresentou
como caracteristicas principais, colbnias de
coloracdo creme claro, brilho opaco, e nenhuma
alteracdo da cor do meio de cultura 523. A
superficie das colOnias apresentou forma lisa ou
rugosa, com bordas circulares (para coldnias lisas)
ou irregulares (para colOnias rugosas). O teste de
solubilidade em KOH a 3% mostrou que ndo
houve aumento da viscosidade para nenhum dos
isolados testados, confirmando que todas as
rizobactérias sdao Gram-positivas. Segundo
Zarpelon (2007), de acordo com essas
caracteristicas, essas bactérias podem ser
identificadas em nivel de género como Bacillus
spp. Além disso, Rebiere (2015), verificou que a
identificacdo de bactérias do género Bacillus spp.,
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por caracteristicas fenotipicas corroboram com
os resultados obtidos pela analise de sequencias
do gene 16S rDNA. Bactérias do género Bacillus ja
sdo amplamente estudadas como agentes de
controle biolégico, devido a sua atividade
antagOnica de amplo espectro contra fungos e
bactérias, pela alta capacidade de producdo de
enddésporos e  resisténcia a  condigdes
desfavoraveis do ambiente e hospedeiro em
razdo da producdo de enddsporos (FERRAZ et al.,
2015; FOUSIA et al., 2015).

Com relacdo ao antagonismo in vitro,
11% dos isolados apresentaram potencial de
reducdo do IVCM e redugdo no crescimento
micelial de S. sclerotiorum. Desses, os isolados 11,
U4, M6, Ul3 e M8, foram os mais eficazes,
apresentando redugbes do crescimento micelial
do patégeno em torno de 89,1, 70,9, 70,6, 66,0 e
64,2%, respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1. Efeito antagbnico de rizobactérias no indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) e
porcentagem de reducdo do IVCM de Sclerotinia sclerotiorum, in vitro.

Tratamento IVCM % de redugao do IVCM Tratamento IVCM % de reducio do IVCM
11 0,29 a* 89,1 us 2,16 c* 18,5
u4 0,77 a 70,9 110 2,16 ¢ 18,5
M6 0,78 a 70,6 M7 2,17 c 18,1
ui13 0,90 a 66,0 112 2,18 ¢ 17,7
M8 0,95 a 64,2 118 2,18 ¢ 17,7
114 1,15b 56,6 u10 2,19¢ 17,4
M3 1,30b 50,9 M1 2,20c 17,0
116 1,34 b 49,4 U9 2,21c 16,6
M9 1,38b 47,9 17 2,23 ¢ 15,9
M10 1,44 b 45,7 19 2,25¢c 15,1
13 1,60 b 39,6 U3 2,27 c 14,3
M13 1,69c 36,2 M4 2,29 ¢ 13,6
113 1,79 c 32,5 M11 2,30c 13,2
ui11 1,94 c 26,8 I5 2,35¢ 11,3
14 1,99c 24,9 us 2,37 c 10,6
18 1,99c 24,9 M12 2,51c 5,3
ue 2,02c 23,8 M5 2,55 ¢ 3,8
111 2,02c 23,8 ui12 2,58 ¢ 2,6
16 2,06 ¢ 22,3 M2 2,58 ¢ 2,6
117 2,06 c 22,3 Ul 2,60c 1,9
uisa 2,07 c 21,9 115 2,61c 1,5
uis 2,10 c 20,8 Testemunha 2,65¢c ---
u7 2,10 c 20,8 12 2,75¢
U2 2,11 ¢ 20,4
CV (%) 17,77 17,77

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna, pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).

Varios trabalhos tém demonstrado o
potencial de rizobactérias no controle in vitro de
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fungos como Pyricularia grisea (PINHO et al.,
2019), Fusarium subglutinans, Curvularia lunata e



Bipolaris spp. (BRAGA JUNIOR et al, 2017),
Fusarium solani e Sclerotinia sclerotiorum (DURE
et al., 2018). Os resultados obtidos no teste de
pareamento de culturas corroboram com os
obtidos por Duré et al. (2018), que encontraram
trés isolados rizobacterianos eficazes na inibicdo
do crescimento micelial de S. sclerotiorum.
Shiomi et al. (2017), também verificaram que ao
confrontar  bactérias  benéficas com S.
sclerotiorum, em condicdes in vitro, trés isolados
inibiram o crescimento micelial do patdégeno
entre 31,0 e 46,0%. Isso possivelmente ocorre
porque a acdo de bactérias benéficas sobre
patégenos ocorre por diferentes mecanismos de
controle bioldgico, como a sintese de compostos
volateis, metabdlitos  secundarios, acido
cianidrico e antibidticos, que podem atuar sobre
0 patégeno de forma isolada ou em conjunto, e
tais mecanismos tém demonstrado eficiéncia em
inibir o crescimento de fungos fitopatogénicos
em condicdes in vitro (LIMA et al., 2014; PINHO et
al., 2019).

Para realizar a avaliacdo da producdo de
compostos volateis e de  metabdlitos
hidrossoluveis, foram escolhidos os 10 isolados
gue obtiveram os resultados mais promissores no
teste de reducdo do crescimento micelial de
S.sclerotiorum pelo método de pareamento de
culturas (Tabelal). Ao avaliar o efeito das 10
rizobactérias selecionadas, verificou-se que todos
os isolados reduziram de alguma forma o
crescimento micelial de S. sclerotiorum através da
producdo de compostos volateis pelo método de
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placas sobrepostas e produziram metabdlitos
hidrossoluveis em meio de cultura, pelo método
de diluicdo da suspensdo bacteriana em meio de
cultura (Tabela 2).

Com relacdo a producdo de compostos
volateis, pelo método de placas sobrepostas, os
isolados M8, M10, M9, I1, M6 e U4 foram os mais
eficazes, reduzindo o crescimento micelial de S.
sclerotiorum em 100,0, 100,0, 100,0, 99,2, 99,1 e
98,5%, quando comparados com a testemunha
que foi capaz de crescer e se desenvolver por
todo o meio de cultura. Ainda, ao analisar a
Tabela 2, é possivel verificar que os isolados M8,
M10 e M9 inibiram em 100,0% o IVCM do
patdgeno através da producdo de compostos
volateis. E importante ressaltar que para esse
ensaio, nao houve contato entre os
microrganismos benéficos e fitopatogénicos,
comprovando entdo que o efeito inibitdrio foi
decorrente da producdo de compostos volateis
pelas rizobactérias. J& quando se avaliou a
capacidade dos isolados de produzir metabdlitos
hidrossoliveis em meio de cultura BDA, pelo
método da diluicdo da suspensdo bacteriana no
meio de cultura BDA, foi possivel verificar que os
isolados 11, M3, M6 e U13 foram os mais eficazes,
reduzindo o IVCM em 93,8, 93,2, 89,8 e 88,7%,
respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2. Efeito da producdo de compostos volateis pelo método de placas sobrepostas sobre o indice de
velocidade de crescimento micelial (IVCM) e efeito da produgdo de metabdlitos hidrossoliveis em meio de

cultura sobre o IVCM de Sclerotinia sclerotiorum.

Tratamentos Compostos
volateis sobre o

Reducgao do IVCM
por compostos

Metabdlitos
hidrossoluveis

Reducao do IVCM
por metabdlitos

IVCM volateis (%) sobre o IVCM hidrossoluveis (%)

M8 0,00 a* 100,0 0,72 c* 59,3
M10 0,00 a 100,0 0,25 b 85,9
M9 0,00 a 100,0 0,38 b 78,5

11 0,02 a 99,2 0,11a 93,8
M6 0,03a 99,1 0,18 a 89,8
U4 0,05a 98,5 0,30b 83,1
uU13 0,08 b 97,5 0,20 a 88,7
116 0,10 b 96,9 0,96 d 45,8
M3 0,12 b 96,3 0,12 a 93,2
114 0,23 ¢ 92,9 0,89 d 49,7

Testemunha 3,25d -—- 1,77 e -
CV (%) 21,2 26,4

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna, pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).
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Ja é conhecido que espécies bacterianas
apresentam  extraordindria capacidade de
produzir compostos organicos volateis, que
podem ter atividades fungicida e/ou fungistatica,
bactericida e nematicida (SILVA et al., 2019).
Giorgio et al. (2015), através de ensaios in vitro,
mostraram que volateis bacterianos s3ao capazes
de inibir o crescimento de fungos. No estudo
conduzido por esses autores, os compostos
voldteis produzidos por um isolado de
Pseudomonas spp. impediu a germinagdo de
esclerdédios, e os compostos volateis produzidos
por um isolado de Bacillus spp. reduziu em cerca
de 40,0% o desenvolvimento micelial do
patégeno. Ainda, conforme esses autores, o acido
acético e a 2-nonanona foram os compostos
voldteis mais ativos na reducdo do crescimento
micelial do fungo, mas também foram produzidos
1-undeceno, 2-undecanona, m-cimeno e dl-
limoneno.

Conforme Popova et al. (2014), o efeito
causado pela producdo de compostos volateis
bacterianos pode desempenhar papel central na
interacdo entre organismos que vivem no mesmo
nicho ecoldgico. Isso contribuiria de forma direta
para o controle de um microrganismo
fitopatogénico. Além disso, os compostos
organicos volateis podem afetar diretamente o
patégeno, através de alteracdes na membrana

116

perda da integridade das membranas celulares e
a consequente alteracdo da permeabilidade
celular, podendo também ocorrer hipertrofia das
mitocOndrias  indicando o aumento das
necessidades respiratérias como resultado da
acdo toxica dos volateis bacterianos (GIORGIO et

al., 2015).
Ao analisar o efeito dos 10 isolados
rizobacterianos na germinagao e

desenvolvimento vegetativo de plantulas de soja,
foi possivel verificar que para o indice de
velocidade de germinacgdo (IVG), os isolados 114 e
I16 proporcionaram o0s menores incrementos
para essa varidvel. Os demais isolados nado
diferiram da testemunha (Tabela 3).

Para as variaveis altura de plantas (cm),
numero de folhas (NF) e matéria seca da raiz (g)
(MSR), ndo houve diferenga entre os tratamentos
com rizobactérias e a testemunha (Tabela 3). J&
para o comprimento de raiz (CR) (cm), o isolado
M8 promoveu incremento de 67,0% do
comprimento da raiz, quando comparado a
testemunha. Além disso, os isolados M10, M6,
M9 e 114, também promoveram incrementos de
37,2, 24,7, 24,4 e 24,7%, respectivamente, no
aumento do comprimento da raiz. Com relacdo a
matéria seca da parte aérea (g) (MSPA), os
isolados M6, M9, 14, M8 promoveram a reducao
da MFPA, enquanto os demais tratamentos ndo

plasmatica por atividades hemoliticas e
alteracgGes de membranas, alteracdes
ultraestruturais nas organelas e hifas devido a

diferiram da testemunha (Tabela 3).

Tabela 3. Efeito de rizobactérias no indice de velocidade de germinagdo (IVG) e porcentagem de germinacgdo (%
de germinacdo) e no desenvolvimento vegetativo de plantulas de soja em casa de vegetacdo. Parametros
avaliados: Altura (cm), Comprimento da raiz (CR) (cm), Nimero de folhas (NF), matéria seca da parte aérea e raiz
(MSPA, MSR) (g).

Tratamento IVG % germinagao Altura (cm) CR (cm) NF MSPA (g) MSR (g)
116 2,06 b* 54,17 b* 48,11™" 0,155d*  7,13™  2,26b* 051"
ui13 3,45a 91,67 a 48,11 1,450 c 8,25 2,60a 0,71
U4 3,55a 83,33 a 51,39 1,325¢ 8,00 2,74 a 0,85
M3 4,02 a 100,00 a 51,18 1,270 ¢ 7,75 2,67 a 0,75
M10 3,14 a 66,67 b 56,50 1,942 b 8,50 2,64 a 0,68
M6 3,63a 100,00 a 51,93 1,765 b 7,25 2,49 b 0,68
11 3,21a 83,33a 51,00 1,325¢ 7,25 2,69 a 0,70
M9 3,28 a 83,33 a 49,96 1,760 b 8,75 2,51b 0,60
114 1,70 b 41,67 b 46,25 1,765 b 7,75 2,37b 0,63
M8 2,98 a 75,00 a 46,61 2,365 a 9,50 2,47 b 0,65
Testemunha 3,35a 75,00 a 51,25 1,415c 7,75 2,59 a 0,74
CV (%) 27,33 22,77 7,52 17,89 18,84 6,31 13,83

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna, pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott (P<0,05); **ns: ndo
significativo pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).
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Microrganismos capazes de promover o
desenvolvimento vegetativo de plantulas e
plantas conferem vantagem adicional ao
hospedeiro, pois auxiliam na defesa contra
estresses fisico-quimicos (como salinidade),
osmético e metais pesados. Espécies do género
Bacillus  sp., tem sido relatadas como
microrganismos capazes de aumentar
substancialmente o  crescimento e a
produtividade de diversas culturas, devido a suas
propriedades como biofertilizadores e
biocontroladores naturais (KANG et al., 2015;
CHOUDHARY et al., 2016; SHAHZAD et al., 2017).
Entretanto, nesse estudo, com exce¢do para o
comprimento de raizes, em que os isolados M8,
114, M9, 11, M6 e M10 proporcionaram o0s
maiores incrementos no tamanho da raiz, as
demais varidveis analisadas ndo apresentaram
incrementos significativos no desenvolvimento
vegetativo de plantulas de soja. Isso
possivelmente ocorreu porque na fase inicial de
interagao entre a plantula e a rizobactéria, nem
sempre ocorre o incremento na biomassa
vegetal, pois a plantula pode estar gastando
parte da sua energia para produzir substancias
gue induzam o desenvolvimento das bactérias na
rizosfera. Alguns autores relatam que além do
fornecimento de substancias nutritivas, as
plantas podem ainda, fazer uma sinalizagdo
receptora aos microrganismos, por meio de
secrecdes, que facilitam a coloniza¢do de grupos
especificos de bactérias (COMPANT et al., 2011;
GIRI; DUDEJA, 2013; GARCIA et al., 2015). Esses
fatores acarretam um gasto energético maior por
parte da planta, devido a alteracdo da
composicdo da rizosfera para um melhor
desenvolvimento dos microrganismos, o que
pode retardar o desenvolvimento vegetativo da
plantula nessa fase inicial. Contudo, em fases
posteriores, esse custo pode ser reduzido,
principalmente se esses isolados forem eficazes
também, no controle do patégeno, quando as
plantas forem desafiadas com o fungo. Estudos
baseados nessas perspectivas deverdo ser
conduzidos, viando verificar a eficacia das
rizobactérias no controle do patégeno e
incrementos no desenvolvimento da planta em
condicbes de campo.

Conclusao

De maneira  geral, o0s isolados
rizobacterianos M8, M10, M9, 11, M6 e U4 sdo
eficazes na inibicdo do crescimento micelial de
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Sclerotinia sclerotiorum, produzem compostos
organicos volateis, que ajudam no controle do
patoégeno, entretanto, nao  apresentam
incrementos significativos no desenvolvimento
vegetativo de plantulas de soja.
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