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RESUMO

EFEITO DE RIZOBACTERIAS NO CRESCIMENTO MICELIAL DE Sclerotinia
sclerotiorum E NA GERMINACAO E SANIDADE DE SEMENTES DE SOJA

Autor: Renata Bolacel Arns
Orientadora: Prof2. Dr2. Renata Silva Canuto de Pinho

Local e data: Itaqui, 30 de junho de 2016.

O mofo branco, causado por Sclerotinia sclerotiorum € uma doenga importante para
a cultura da soja por apresentar facilidade de disseminacdo, causando perdas de até
100% na producédo. O uso de rizobactérias tem demonstrado grande potencial no
controle de fitopatdgenos, sendo uma alternativa ecoldgica para a reducao do uso
de agrotoxicos na producdo de soja. Com este trabalho, objetivou-se isolar e
selecionar rizobactérias provenientes de plantas de soja quanto sua capacidade
antagOnica a S. sclerotiorum in vitro e avaliar o efeito desses isolados na germinacao
e sanidade de sementes de soja. Os testes foram realizados no Laboratério de
Fitopatologia da Universidade Federal do Pampa — Campus Itaqui. O isolamento das
rizobactérias foi feito a partir de raizes de plantas de soja, retiradas aleatoriamente
de trés pontos distintos, provenientes de trés lavouras de soja dos municipios de
Uruguaiana, Itaqui e Magambara do estado do Rio Grande do Sul. A partir dos
isolados obtidos foi realizado um teste in vitro para avaliar o efeito das rizobactérias
no indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) de S. sclerotiorum. Para
isso, cada isolado rizobacteriano foi repicado nos quatro extremos da placa de Petri,
exceto no tratamento testemunha, e um disco de 0,5 cm de micélio do fungo foi
colocado no centro de todas as placas. As placas foram colocadas em BOD a 25°C
com fotoperiodo de 12h. A avaliacdo consistiu em medic¢des diarias do patégeno, até
a testemunha atingir a borda da placa. Os melhores isolados do teste in vitro foram
avaliados quanto ao seu efeito na germinacdo e sanidade de sementes de soja.
Sementes de soja foram microbiolizadas em suspensédo bacteriana na concentracdo
ODs540=0,5 por cinco minutos. Em seguida foi montado o teste de rolo de papel e
mantidos em BOD a 25°C. Apoés oito dias foram avaliadas a germinacdo e a
incidéncia de fungos nas sementes. O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado com quatro repeticdes. Os dados obtidos foram submetidos
a andlise de variancia e as médias de cada tratamento, agrupadas pelo teste de
Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade. Foram obtidos 47 isolados
rizobacterianos, onde 21,27% apresentaram algum grau de controle quanto ao
IVCM, quando comparados com a testemunha. A rizobactéria I1 foi a mais eficiente,
apresentando 70,3% de inibicdo do IVCM de S. sclerotiorum. Quanto a germinacao e
sanidade de sementes de soja somente o isolado M8 apresentou bons resultados na
germinacao e controle de fitopatdogenos.

Palavras-chave: Controle biolégico; Glycine max; Mofo Branco.



ABSTRACT

EFFECT ON RHIZOBACTERIA Sclerotinia sclerotiorum MYCELIAL GROWTH
AND GERMINATION AND SANITY OF SOYBEAN SEEDS

Author: Renata Bolacel Arns
Advisor: Prof. Dr. Renata Silva Canuto de Pinho

Place and date: Itaqui, June 30, 2016.

White mold caused by Sclerotinia sclerotiorum is an important disease for the
soybean crop to present dissemination facility, causing losses of up to 100 % in
production. The use of rhizobacteria has shown great potential in the control of plant
pathogens, being an environmentally friendly alternative to reduce the use of
pesticides in soybean production. The objective of this work was to isolate and to
select rhizobacteria from soybean plants as antagonistic capacity to S. sclerotiorum
in vitro and to evaluate the effect of these isolated on germination and sanity of
soybean seeds. The tests were performed at the Laboratory of Plant Pathology,
Federal University of Pampa - Campus Itaqui. Isolation of rhizobacteria was made
from soybean roots, randomly drawn from three distinct points from three soybean
crops in the cities of Uruguaiana, Itaqui and Macambara of the Rio Grande do Sul
State. From the isolates obtained was performed an in vitro test to assess the effect
of rhizobacteria on mycelial growth rate index (MIGS) S. sclerotiorum. For this, each
rhizobacterian isolated was peaked in the four extremes of the Petri dish, except in
the control group and a 0.5 cm fungal mycelium disk was placed in the center of all
plates. The plates were placed in BOD at 25 ° C with a photoperiod of 12 hours. The
evaluation consisted of daily measurements of the pathogen until the witness
reaches the edge of the plate. The best isolates in vitro test were assessed for their
effect on health and germination of soybean seeds. Seeds of soybean were
microbiolized bacterial suspension in the concentration ODs40=0,5 = 0.5 for five
minutes. Next was mounted paper roll test and kept in BOD at 25 ° C. Eight days
after germination were evaluated and the incidence of fungi on seeds . The
experimental design was completely randomized with four replications. The data
were submitted to analysis of variance and the means of each treatment, grouped by
the Scott- Knott test at 5 % probability. 47 rhizobacterian isolates were obtained
where 21.27 % had some degree of control on the MIGS when compared to the
control. The rhizobacterium 11 was the most efficient, with 70.3 % inhibition of MIGS
S. sclerotiorum. The germination and health soybeans only isolated M8 showed good
results on germination and control of phytopathogens.

Keywords: Biological control; Glycine max; Sclerotinia stem rot.



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1: Diluicdo serial (A); Colbnias bacterianas (B); Rizobactéria isolada

FIGURA 2: Quadrado de rizobactéria em torno do disco de micélio.......................... 20

FIGURA 3: Dispersao de bactérias em solucao salina (A); Concentracdo balanceada

da solucdo (B); Sementes poOs microbiolizacdo dispostas para secagem

FIGURA 4: Antagonismo in vitro do isolado rizobacteriano M6 ao desenvolvimento

micelial de S. sclerotiorum, comparado a testemunha.................cccccccviiiiiiiiieeeeeeeee, 26

FIGURA 5: Incidéncia de fungos em sementes de soja nos tratamentos Testemunha
(A) €1SO0lA0O MB (B)...... ittt e e e e e e a e 29



LISTA DE TABELAS

TABELA 1: Isolados rizobacterianos obtidos da rizosfera de plantas de soja de trés
pontos dos municipios de Uruguaiana/RS, Itaqui/RS e
MAGAMDAIA/RS.......co i e e et e e e b e e ee e e e 23

TABELA 2: Efeito de rizobactérias no indice de velocidade de crescimento micelial
(IVCM) e porcentagem de reducao do IVCM em relacéo a testemunha, de Sclerotinia

Yol [=] (o) (0] (8 |1 4 FUUT TR TR 24

TABELA 3: Efeito de rizobactérias no indice de velocidade de crescimento micelial
(IVCM) e porcentagem de reducgéo do IVCM em relagéo a testemunha, de Sclerotinia

KT [T 011 0] 1 o 25
TABELA 4: Efeito de rizobactérias na germinacdo de sementes de soja.................. 27

TABELA 5- Incidéncia de fungos em sementes de soja microbiolizadas com

((70] oY= Yo (=] 1= ST UTTUTT TR RUPTRRT 28



SUMARIO

(N RRI0] 51U 07X 0 TP 13
2 REVISAO DE LITERATURA ..ottt ettt sttt e 15
2.1 Mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary).........ccccceeeeiiiiieieeeeeiieeieeennns 15
2.2 Controle bioldgico com Rizobactérias..........cccceeviiiiiiiiiiiiiieeeci e, 16
3 MATERIAL E METODOS ......oooiiitieeeete ettt ettt sts e eae e nae s e 18
3.1Isolamento de MZODACIEIIAS. ........c.uuviiiieiiieii e 18
3.2 Teste in vitro de inibicdo do crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum.....19
3.3 Efeito de rizobactérias na germinacéo e sanidade de sementes de soja............ 21
3.4 ANAIISES ESTALISHICAS. ... ueeiieiiiiiiii ettt e e s 22
4 RESULTADOS E DISCUSSAO.......ccoiiiiiiiiieieieieieieisieie e o 23
4.1 Teste in vitro de inibigdo do crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum.....23
4.2 Efeito de rizobactérias na germinacdo de sementes de Soja..........ccccvvvvvvennnnnnn. 27
4.3 Efeito de rizobactérias na sanidade de sementes de Soja.........ccccoeevvvveereernnnne. 28
5 CONCLUSAD ...ttt e 30

B REFERENCIAS ...ttt ettt ne e en e 31



13

1 INTRODUCAO

A soja € a cultura mais produzida no pais fato que permite a exportacdo de
um grande volume de grédos para o exterior. A producdo esperada para 2016 € de
100,933 milhdes de toneladas e as exportacdes de soja sdo estimadas em 56,75
milhdes de toneladas, maiores do que as 54,32 milhdes de toneladas de 2015
(CONAB, 2016).

A rapida expansao da cultura da soja, nas ultimas trés décadas, quase
sempre feita sem o minimo cuidado fitossanitario, permitiu que a maioria dos
patégenos fosse disseminada a todas as regides produtoras, através da semente,
seu principal veiculo de disseminacdo e introducdo em novas areas de cultivo
(HENNING, 2005).

O mofo branco é uma doencga antiga na soja, mas devido ao aumento de sua
incidéncia no Brasil, a doenca passou a afetar economicamente a producéo de soja
a partir de 2008 (EMBRAPA, 2014). No VIl Congresso Brasileiro de Defensivos
Agricolas — Cobradan, um dos enfoques das palestras e mesas redondas foi a
importancia do controle de Mofo Branco no Brasil. A doenca foi listada como uma
guestao de seguranca nacional e citada como uma das oito pragas com prioridade
no estudo de formas alternativas e naturais de controle (EMBRAPA, 2015).

N&o existem cultivares de soja resistentes a S. sclerotiorum, e o controle
qguimico do mofo branco pode ser inviavel em razéo dos custos e das dificuldades de
se obter uma cobertura total da planta durante a pulverizagdo (GORGEN el al.,
2009). O incremento dos custos com o controle quimico, a perda de eficiéncia de
alguns agrotoxicos, devido a resisténcia dos organismos alvos, e 0os problemas
advindos destas praticas, indicam a necessidade da busca de produtos
biocompativeis para o controle de fitopatogenos. Além disso, a preocupacao da
sociedade com o impacto da agricultura no ambiente e a contaminagcdo da cadeia
alimentar com 0s agrotoxicos esta alterando o cenario agricola (ZAMBOLIM et al.,
2014). Portanto € necessario aumentar estudos e recursos dedicados a métodos de
controle alternativos no pais visando meios de sustentabilidade ambiental e social
para a agricultura.

As rizobactérias benéficas as plantas por promoverem seu crescimento e/ou
atuarem no controle biolégico de fitopatdgenos sdo chamadas de bactérias

promotoras de crescimento de plantas ou PGPR, abreviatura de seu nome em inglés
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Plant Growth-Promoting Rhizobacteria (KLOEPPER E SCHROTH, 1981). As
rizobactérias podem atuar como agentes de controle biolégico de doencas, uma vez
que induzem resisténcia sistémica em plantas, produzem antibiéticos e sideroforos
gue inibem o crescimento de varios patogenos (RAMAMOORTHY et al., 2001).

Um dos primeiros passos para utilizacdo de qualquer organismo no controle
bioldgico é a obtencdo de um grande namero de isolados e a selecao in vitro. Com
este trabalho objetivou-se isolar e selecionar rizobactérias provenientes de plantas
de soja quanto a sua capacidade antagbnica a Sclerotinia sclerotiorum in vitro e

avaliar o efeito desses isolados na germinacéo e sanidade de sementes de soja.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary)

O mofo branco é uma doenca causada pelo fungo pertencente ao filo
Ascomycota, ordem Helotiales, familia Sclerotiniaceae e género Sclerotinia
(MICHEREFF, 2001). A doenca pode também ser chamada popularmente de
podriddo branca da haste ou podridao de esclerotina (KIMATI et al., 2005).

A podriddo branca da haste estd disseminada por todas as regifes de
condi¢des climaticas amenas, o que inclui a Regido Sul do pais e chapadas dos
cerrados, acima de 800 m de altitude. Além da soja, o fungo infecta uma vasta gama
de plantas cultivadas e daninhas, com excecdo das gramineas (KIMATI et al., 2005).
O fungo tem como hospedeiros mais de 400 espécies de plantas pertencentes a
aproximadamente 200 géneros botéanicos. Entre as culturas de maior destaque estao
a soja, o feijdo, o girassol, o tomate industrial, a batata e outras hortalicas (FURLAN,
2010).

A doenca se manifesta na haste, folhas e vagens, comecando, geralmente,
pelas partes mais proximas do solo, na forma de manchas aquosas que evoluem
para podriddo mole. Tecidos assim afetados sdo, entdo, cobertos pelo crescimento
micelial branco cotonoso do patdgeno (GALLI et al.,, 1980). Em poucos dias, o
micélio transforma-se em massa negra rigida, o esclerédio, que é a forma de
resisténcia do fungo (KIMATI et al., 2005).

Os fungos da ordem Helotiales produzem esclerédios bem desenvolvidos,
estruturas que garantem a sua sobrevivéncia em periodos desfavoraveis (AMORIM
et al.,, 2011). Essas estruturas sdo muito resistentes as intempéries e permanecem
no solo por um longo periodo de tempo, podendo persistir por muitos anos, e muitas
vezes pode ser a fonte inicial de inéculo (GALLI et al., 1980; FURLAN, 2010).
Esclerddios caidos ao solo, sob condicfes de alta umidade e temperaturas variando
de 10-21°C, germinam e desenvolvem, na superficie do solo, os apotécios (KIMATI
et al., 2005), onde sdo formados milhares de esporos, facilmente disseminados pelo
vento devido a um mecanismo de ejecéo violenta dos ascésporos pelo fungo (GALLI
et al.,, 1980). Ao germinarem, esses esclerddios formam apotécios pedicelados,
tipicos da ordem, que produzem ascos inoperculados, geralmente com anéis
amiloides. Os ascoésporos projetados e disseminados pelo vento constituem-se no

inoculo primario da doenga (AMORIM et al., 2011).
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Além da disseminacao pelo ar e pelo vento, a principal forma de transmisséo
€ através de sementes, que pode ocorrer tanto através de micélio dormente (interno)
quanto através de esclerddios misturados as sementes (KIMATI et al., 2005).

Furlan (2010) cita que até a cultura chegar ao florescimento dificiimente a
doenca torna-se importante. Sendo que a partir deste periodo a doenca é
disseminada rapidamente, visto que a flor é fonte primaria de energia, servindo de
alimento para o fungo iniciar novas infec¢des. A fase mais vulneravel vai do estadio
da floracdo plena ao inicio da formacéo das vagens. O fungo € capaz de infectar
qualquer parte da planta, porém, as infec¢des iniciam-se com mais frequéncia a
partir das inflorescéncias e das axilas das folhas e dos ramos laterais (KIMATI et al.,
2005).

Com o avanco da doenca, a planta ou parte dela murcha, podendo resultar na
sua morte. Quando os tecidos secam, 0s mesmos tornam-se esbranquicados sendo
visiveis os esclerddios, de varias formas e tamanhos (FURLAN, 2010).

As altas incidéncias s6 sdo explicaveis pela alta concentracdo de esclerodios
ou pela disseminacdo de ascosporos, além de condicdes ambientais favoraveis,
principalmente baixa temperatura e alta umidade (GALLI et al., 1980).

Segundo Galli et al. (1980), em condi¢cdes 6Otimas para o mofo branco, a
intensidade da doenca, em certas areas, é tdo grande que chega a afetar 100% da
cultura, e as perdas ocasionadas no campo se prolongam durante a fase de
transporte e armazenamento.

Segundo o Agrolink, estima-se que 6 milhdes de hectares de soja no Brasil
apresentam a doenca. Visdo preocupante ja que a area com agricultura no pais é de
70 milhdes de hectares cultivados, ou seja, 8,6% das areas estdo contaminadas com
0 patégeno. As perdas pela doenca podem atingir 30% da producao agricola, se ndo
houver controle adequado (SOCIEDADE NACIONAL DE AGRICULTURA, 2014).

2.2 Controle biol6gico com Rizobactérias

O controle pouco confiavel com os métodos tradicionais e com as
preocupacdes em relacdo ao uso de agrotoxicos, fez com que o controle biologico
se tornasse uma estratégia alternativa para o manejo de Sclerotinia sclerotiorum
(FERNANDO et al., 2007).

Entre os organismos mais estudados, as bactérias tém sido relatadas como

agentes de biocontrole mais comuns e, dentre elas, as rizobactérias sempre tiveram
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papel de destaque. O aumento de produtividade em culturas se deve, em grande
parte, a supressao de patdgenos por rizobactérias que existem naturalmente em
solos supressivos. Além disso, a presenca e, ou adicdo da rizobactéria a rizosfera
torna toda a planta, inclusive a parte aérea, mais resistente a patdégenos (ROMEIRO,
2013).

As rizobactérias além de suprimir doencas de plantas causadas por fungos ou
outros fitopatdégenos, também podem ser promotoras de crescimento de plantas,
guando passam a ser denominadas Rizobactérias Promotoras de Crescimento de
Plantas (PGPR), e a sua aplicacdo em solos agricultaveis traz beneficios diretos e
indiretos para a producdo agricola e ao uso criterioso de insumos (FILIPPI et al.,
2011).

Vérios trabalhos tém demonstrado o potencial de rizobactérias para o controle
de mofo branco. A partir de um produto na forma de p6-molhavel a base de Bacillus
subtilis Lazzaretti e Bettiol (1997) observaram o controle de S. sclerotiorum em
sementes de feijdo. Isolados de Bacillus subtilis foram eficazes no controle de S.
sclerotiorum em repolho roxo, com aumento na zona de inibicdo, eficacia na
prevencao da doenca e diminui¢cdo na formacéo de lesdes (TOZLU et al., 2015).

As rizobactérias mostram-se também eficazes para diversos patdgenos.
Desempenhos favoraveis ao controle de Rhizoctonia solani, agente causador de
gueima-das-bainhas no arroz, foram demonstrados por isolados de Pseudomonas
spp. no que se refere a diminuicdo da severidade da doenca e a incrementacao de
massa seca na parte aérea e raizes (LUDWIG e MOURA, 2007). No controle de
mancha-parda (Bipolaris oryzae) e escaldadura (Gerlachia oryzae) em arroz irrigado,
Ludwig et al. (2009) encontraram reducdo no progresso da doenca em plantas
microbiolizadas com o isolados de Bacillus spp. e Pseudomonas spp..

Isolados de Bacillus subtilis foram avaliados no controle de Pyricularia oryzae
sob diferentes concentragbes de caldo onde a rizobactéria foi multiplicada. A
percentagem de inibicdo micelial foi de até 96% apresentando estabilidade por 30
dias in vitro (BETTIOL E KIMATI, 1990).
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos realizados neste trabalho foram conduzidos no Laboratério
de Fitopatologia da Universidade Federal do Pampa - UNIPAMPA, campus Itaqui.

3.1 Isolamento de rizobactérias

As rizobactérias foram isoladas de amostras de solo de plantas de soja.
Foram escolhidas plantas sadias de trés areas e municipios diferentes, visando
maior diversidade microbiologica. As areas foram Granja Aguas Claras do municipio
de Uruguaiana — RS, Granja Busatto do municipio de Itaqui — RS e Granja 3 Bocas
do municipio de Macambara — RS. De cada area foram retiradas trés subamostras
de plantas de soja, removidas aleatoriamente com uma pa de corte visando a
retirada do solo mais proximo das raizes.

O isolamento de rizobactérias foi baseado na metodologia de Romeiro (2007).
O procedimento foi feito com 10 g de solo da rizosfera de cada ponto, colocado em
erleymeyer e diluido em 100 mL de solucdo salina (0,85% NaCl) estéril. A
suspensao foi mantida sob continua agitacdo, em agitador rotatério de plataforma a
140 rpm, por 30 min, & temperatura ambiente para facilitar a liberagdo das bactérias
presentes na rizosfera das plantas coletadas. Decorrido este intervalo de tempo, foi
feita uma diluicdo em série de cada amostra em solucédo salina de NaCl 0,85%, com
fator de diluicdo 1:10 até 10™, dos quais foram usados os trés mais diluidos.

Em seguida, foram depositados 100uL de cada diluicdo e espalhados com
alca de Drigalski em placas de Petri contendo meio de cultura 523 de Kado e
Heskett composto por: Sacarose (10,0 g), Caseina acida hidrolisada (8,0 g), Extrato
de Levedura (4,0 g), K;HPO, (anidro) (2,0 g), MgS0,4.7H,0 (0,3 g), Agar (15,0 g) e
Agua destilada (1000 mL).

As placas foram submetidas a condi¢cdes controladas em camara BOD sob
28°C por 24 h para favorecer o crescimento das col6nias bacterianas.

ApoOs esse periodo, as colbnias bacterianas com formas e/ou coloragéo
diferentes foram repicadas individualmente em tubos de ensaio contendo o mesmo
meio, com o intuito de obter isolados bacterianos puros. Os tubos foram mantidos
em camara BOD sob as mesmas caracteristicas anteriores e, transcorridas 24h

foram armazenados sob refrigeracdo até a montagem dos testes (Figura 1).
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FIGURA 1- Diluicdo serial (A); Colbnias bacterianas (B); Rizobactéria isolada (C).

3.2 Teste in vitro de inibicdo do crescimento micelial de Sclerotinia

sclerotiorum

Foram testados 47 isolados rizobacterianos, divididos em dois grupos, o
primeiro com 30 isolados e o segundo com 17 isolados. O delineamento
experimental adotado foi o inteiramente casualizado com trés repeticoes.

Primeiramente, foi feita a repicagem de S. sclerotiorum em meio de cultura
BDA (Batata-Dextrose-Agar). Foram repicados micélio e esclerddios de Sclerotinia
sclerotiorum provenientes do Laboratério de Fitopatologia do Campus Itaqui em
placas de Petri para a obtencdo de micélio novo para a montagem do teste. Em
seguida, as placas foram colocadas em BOD a 22°C.

A selecédo de rizobactérias para o controle de Sclerotinia sclerotiorum foi feita
através do pareamento de culturas ndo-quantitativo segundo FILLIPI et al. (2011).
Para isso, os isolados bacterianos foram repicados novamente em placas de Petri
contendo meio de cultura 523, para obtencao de colbnias novas. Essas placas foram
incubadas por 24h em camara BOD a 28°C para o crescimento das colonias
bacterianas.

Para a formagéo do teste, foi transferido um disco de 0,5 cm de didmetro de
micélio de Sclerotinia sclerotiorum para o centro de todas as placas de Petri
contendo meio de cultura BDA. Trés placas foram identificadas formando as
repeticdes do tratamento testemunha, onde somente eram compostas pelo disco de
micélio sem qualquer presenca de rizobactérias.
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Em seguida, cada isolado rizobacteriano foi repicado nos quatro extremos das
placas de Petri, formando um quadrado em torno do disco de micélio (Figura 2).
Apos o plagueamento, as placas foram incubadas em BOD a temperatura de 25 °C
com fotoperiodo de 12 h (FILIPPI, et al., 2011).

FIGURA 2- Quadrado de rizobactéria em torno do disco de micélio.

Para a avaliacdo do indice de velocidade de crescimento micelial de S.
sclerotiorum diariamente foram feitas medi¢cdes do crescimento micelial a partir da
posicdo vertical e horizontal, sendo a ultima medicdo efetuada no dia que a
testemunha atingiu 0 maximo de crescimento, ou seja, alcancando a borda da placa
de Petri (FILIPPI, et al., 2011).

Esses dados foram utilizados no calculo do indice de velocidade de
crescimento micelial (OLIVEIRA, 1991) e no célculo da % de reducéo do indice de
velocidade de crescimento micelial.

A formula para o calculo do indice de Velocidade de Crescimento Micelial
(IVCM) é dada por:

IVCM = ¥ (D-Da)/N
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Sendo:
IVCM = indice de velocidade de crescimento micelial
D = diametro médio atual da col6nia
Da = diametro médio da colonia do dia anterior

N = namero de dias ap0s a inoculacao

A férmula para o célculo do % de Reducdo do indice de Velocidade de
Crescimento Micelial.

€ dada por:

% reducao = 100 — (CM x 100/T)
Sendo:

% reducdo = % de reducaodo indice de velocidade de crescimento micelial
CM = didametro da colonia
T = didmetro da colonia da testemunha

3.3 Efeito de rizobactérias na germinacao e sanidade de sementes de soja

Para o teste de germinacdo, sementes de soja foram microbiolizadas com os
isolados rizobacterianos selecionados anteriormente a partir do teste in vitro e que
apresentaram o0s melhores resultados no controle biolégico sobre Sclerotinia
sclerotiorum. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 10
tratamentos e quatro repeticoes.

A semente utilizada para o teste de germinacdo foi da empresa Syngenta,
cultivar SYG 1163 safra 2014/2015.

As 10 cepas de rizobactérias previamente selecionadas foram repicadas em
placas de Petri contendo o meio 523, visando colbnias bacterianas novas, e
incubadas em BOD a 28°C por 24h (ROMEIRO, 2007).

Para os tratamentos, 400 g de sementes foram sujeitas a assepsia sob
imersdo em solucéo de hipoclorito de sodio a 1% por 1 minuto, seguida de triplice
lavagem com agua esterilizada. Apos a limpeza, as sementes foram dispostas sobre

papel toalha, almejando a secagem rapida e uniforme das mesmas.
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Para a microbiolizacdo das sementes, foi preparada uma suspensao
bacteriana em solucdo salina (NaCl 0,85%) a partir das rizobactérias repicadas
previamente, na concentracdo de ODs40=0,5 ajustada no espectrofotdbmetro. Em
seguida, foram contadas 200 sementes para cada tratamento e imersas na
suspensao bacteriana. Foram levadas a mesa de agitacao de 140 rpm por 5 minutos
(modificado de BEZERRA et al.,, 2013). As sementes foram dispostas em papel

toalha para uma secagem uniforme antes da montagem do tratamento (Figura 3).

FIGURA 3- Dispersao de bactérias em solucéo salina (A); Concentracdo balanceada

da solucao (B); Sementes pds microbiolizagcéo dispostas para secagem (C).

Para a verificagdo do indice de germinacdo das sementes, foi montado um
teste em rolo de papel, com quatro repetigcdes, contendo 50 sementes. Folhas de
papel filtro foram pesadas e embebidas em 2,5 vezes o seu peso em agua destilada.
As sementes foram dispostas em colunas sobre duas folhas Umidas e cobertas com
uma folha, em sequéncia foram enroladas como rolo de papel. Quatro rolos foram
agrupados de forma aleatéria e levados em BOD a 25° sem fotoperiodo. As
avaliagBes ocorreram apos oito dias (MAPA, 2009).

Foram avaliados a percentagem de germinacdo normais, anormais e

sementes mortas, 0 comprimento da radicula e a incidéncia de fungos.

3.4 Analises estatisticas
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Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as meédias de
cada tratamento foram agrupadas pelo Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade
com o auxilio do programa Sisvar (FERREIRA, 2008).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos trés pontos coletados, foram isoladas 47 cepas de rizobactérias (Tabela
1).

Tabela 1 — Isolados rizobacterianos obtidos da rizosfera de plantas de soja de trés
pontos dos municipios de Uruguaiana/RS, Itaqui/RS e Macambara/RS.

Municipio Ponto de coleta Isolado

Uruguaiana/RS P1 Ul; U2; U3; U4; U5; UG6;
U7; U8; U9; U10; U11;
Ul2; U13; U14; U15; U16;

Itaqui/RS P2 11;12; 13; 14; 15; 16; 17; 18; 19;
110; 111; 112; 113; 114; 115;
116; 117; 118;
Macambara/RS P3 M1; M2; M3; M4; M5; M6;
M7; M8; M9; M10; M11,
M12; M13;

Os isolados foram denominados com relacdo a cidade de onde foram
retirados seguidos de numeracdo crescente para identificagdo. O ponto 1 foi em
Uruguaiana (U) onde foram isoladas 16 rizobactérias, o ponto 2 foi em Itaqui (I)
foram isoladas 18 rizobactérias e o ponto 3 foi em Macambara (M) com 13 isolados.

Os isolados foram diferenciados e selecionados a partir da aparéncia visual
das colonias bacterianas.

4.1 Teste in vitro de inibicdo do crescimento micelial de Sclerotinia

sclerotiorum

Os testes foram divididos em duas etapas. Na primeira etapa, dos 30 isolados
testados apenas cinco diferiram da testemunha com redugdo média de 50,34%
(Tabela 2).
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Tabela 2 — Efeito de rizobactérias no indice de velocidade de crescimento micelial
(IVCM) e porcentagem de reducdo do IVCM em relacdo a testemunha, de
Sclerotinia sclerotiorum.

Tratamento IVCM % de reducgéo do IVCM
Testemunha 2,28Db -
u4 0,95 a 58,3
M6 0,96 a 57,9
M8 1,03 a 54,8
116 1,33a 41,7
M3 1,39a 39,0
113 1,67b 26,7
M13 1,69 b 25,9
111 1,84b 19,3
Ull 1,84b 19,3
18 1,86b 18,4
14 1,92b 15,8
M7 1,92b 15,8
16 1,92b 15,8
u7 1,96 b 14,0
us 1,97 b 13,6
u2 1,98 b 13,2
17 2,04 b 10,5
M11 2,05b 10,1
19 2,06 b 9,6
M4 2,07 b 9,2
UK 2,07b 9,2
15 2,11 b 7,5
us 2,13 b 6,6
M12 2,20 b 3,5
M5 2,22b 2,6
M2 2,23 b 2,2
U1z 2,24 Db 1,7
Ul 2,24 Db 1,7
115 2,25Db 1,3
12 2,33b -
CV (%) = 13,76

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5%

de probabilidade.



25

No segundo teste foram testados 17 isolados. Cinco rizobactérias diferiram
significativamente da testemunha, representando 29,41% das rizobactérias
antagonistas a S. sclerotiorum no segundo grupo. Dentre elas, a rizobactéria 11 se

destacou em relacdo as demais com reducéo de 70,3% (Tabela 3).

Tabela 3 — Efeito de rizobactérias no indice de velocidade de crescimento micelial
(IVCM) e porcentagem de reducdo do IVCM em relacdo a testemunha, de
Sclerotinia sclerotiorum.

Tratamento IVCM % de reducgéo do IVCM
Testemunha 2,69 c -
11 0,80 a 70,3
ul13 1,40 b 47,9
114 1,65b 38,6
M9 1,88 b 30,1
M10 1,94 b 27,8
13 2,10 c 21,9
ule6 2,44 c 9,2
U6 251c 6,7
118 2,56 ¢ 4.8
ul4 2,57c 4.4
uis 2,60c 3,3
110 2,66 C 1,1
112 2,67c 0,7
117 2,67c 0,7
ui1o 2,69¢c -
M1 2,70 c -
U9 2,71 c -
CV (%) = 14,33

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5%
de probabilidade.

Apresentando um percentual de 21,3% de 47 isolados, dez isolados
apresentaram indice de velocidade de crescimento micelial diferente da testemunha,
com reducdes variando de 27,8 a 70,3%.

Entre as 10 rizobactérias que apresentaram algum controle da S.
sclerotiorum, duas foram coletadas do ponto 1 (U4 e U13), trés foram coletadas do
ponto 2 (11, 114 e 116) e cinco foram coletadas do ponto 3 (M3, M6, M8, M9 e M10)
(Figura 4). Pode-se observar que apesar do ponto 3 ter-se isolado um nimero menor
de rizobactérias em relacdo aos demais pontos, apresentou um numero maior de

isolados que inibiram o crescimento micelial de S. sclerotiorum in vitro. No entanto, o
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municipio de Itaqui/RS apresentando apenas trés isolados que reduziram o IVCM,

neste ponto encontrou-se o isolado 11 que apresentou maior reducao (70,3%).

FIGURA 4- Antagonismo in vitro do isolado rizobacteriano M6 ao desenvolvimento

micelial de S. sclerotiorum, comparado a testemunha.

Varios trabalhos tém demonstrado o potencial de rizobactérias no controle de
S. sclerotiorum. Remuska e Pria (2007) observaram que a bactéria Bacillus
thuringiensis além de apresentar inibicdo no crescimento de S. sclerotiorum em
37,44%, nao permitiu que o fungo formasse esclerddios. Fernando et al. (2007)
verificaram que isolados de Pseudomonas chlororaphis e Bacillus amyloliquefaciens
reduziram significativamente a podriddo causada por S. Sclerotiorum em canola, a
germinacdo de ascoésporos foi inibida e enzimas de defesa da planta foram
desencadeadas por P. Chlororaphis.

Monteiro et al. (2013), testaram diferentes concentragdes de Bacillus subtilis
no controle de crescimento micelial de S. sclerotiorum em alface e verificaram que o
controle foi mais efetivo em concentracdes maiores e por maior periodo, porém
todas as concentracdes testadas controlaram o fungo. Isolados de Bacillus subtilis
também foram testados em soja no controle in vitro de S. sclerotiorum por Zhang e
Xue (2009). Eles observaram que houve controle no crescimento micelial em 75% e

na producéo de esclerédios.
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4.2 Efeito de rizobactérias na germinacdo de sementes de soja

Quanto ao efeito de rizobactérias sobre a germinacdo de sementes de soja,
verificou-se que os isolados 116, U13, U4, M3, M10 e M6 interferiram negativamente
na germinacdo normal das sementes de soja. No entanto, a rizobactéria M8
apresentou um maior numero de plantulas normais, seguida da bactéria 114. Os

isolados 11e M9 néo diferiram da testemunha (Tabela 4).

Tabela 4- Efeito de rizobactérias na germinacdo de sementes de soja.

Tratamento Normais (%) Anormais (%) Mortas (%) Comprimento
de Radicula
(cm)
116 0,00 a 17,00 a 83,00 c 0,155 a
ui13 0,00 a 35,50 b 64,50 b 1,450 b
U4 0,00 a 34,00 b 66,00 b 1,325 b
M3 0,50 a 47,50 b 52,00 a 1,270 b
M10 0,50 a 32,00 b 67,50 b 1,942 c
M6 1,00 a 37,00 b 62,00 b 1,765 c
11 2,00b 47,00 b 51,00 a 1,325 b
M9 2,00 b 36,50 b 61,50 b 1,760 c
114 4,00 c 41,50 b 54,50 a 1,765 c
M8 6,00 d 39,50 b 54,50 a 2,365d
Testemunha 2,00 b 41,50 b 56,50 a 1,415b
CV (%) = 73,55 20,38 12,27 17,89

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5%
de probabilidade.

O isolado 114 que apresentou reducdo do IVCM de 38,6%, estimulou a
germinacdo de plantulas normais e apresentou uma das menores médias de
sementes mortas. No entanto, a rizobactéria U4 e M6 apresentaram uma reducdo do
IVCM média de 58,1%, porém foram prejudiciais na germinacdo de sementes de
soja.

Ha relatos na literatura de rizobactérias que auxiliam na germinagdo de
sementes como também que inibem a sua germinagdo. Bernardino et al. (2015)
observaram menores indices de germinacdo em sementes de alface microbiolizadas
com Bacillus subtilis. Entretanto, Corréa et al. (2008), verificaram que a combinacéo

entre Bacillus spp. e Pseudomonas flourescens promoveram incremento na
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germinacdo das sementes de feijdo (73%) além de reduzir a incidéncia de

Colletotrichum lindemuthianum em 100%.

O crescimento radicular foi maior no tratamento com o isolado M8, seguido
dos isolados M10, M6, 114 e M9. A testemunha nao diferiu significativamente dos
tratamentos U13, U4 e |1 (Tabela 4). A rizobactéria 116 apresentou reducao do IVCM
de 41,7%, porém foi prejudicial na germinacdo das sementes de soja e no
crescimento radicular, resultando na menor média dentre os isolados (Tabela 3 e 4).
Pacheco et al. (2014), observaram que isolados de Paenabacillus lentimorbus
estimularam um maior desenvolvimento do sistema radicular de tomateiro, bem
como isolados de Bacillus pumilus. Fato este, possivelmente associado com a
producédo ou alteracdo da concentracdo de fitormoénios, a qual favorece um maior e

melhor desenvolvimento das plantulas.
4.3- Efeito de rizobactérias na sanidade de sementes de soja

A incidéncia de fungos foi menor nos tratamentos M10, M8 e M3 quando
comparados a testemunha, o que confirma o potencial de controle desses isolados a
patdgenos associados a sementes. Porém, nos tratamentos com os isolados 114, M9

e U13 foi verificado um aumento da incidéncia de fungos nas sementes (Tabela 5).

TABELA 5- Incidéncia de fungos em sementes de soja microbiolizadas com
rizobactérias.

Tratamento Incidéncia (%)
M10 9,00 a
M8 12,50 a
M3 19,50 a
M6 24,00 b
U4 25,50 b
11 29,50 b
Testemunha 38,00 b
116 61,00 c
114 78,00d
M9 79,00d
Ui13 81,00d
CV (%) = 21,64

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5%
de probabilidade.

O isolado 114 com reducéo do IVCM de 38,6%, estimulou a germinacédo das

sementes e obteve maior crescimento radicular nas plantulas normais, no entanto
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apresentou aumento na incidéncia de patdgenos nas sementes de soja quando
comparado a testemunha. A bactéria M10 com reducéo do IVCM de 27,8%, o0 menor
indice entre os tratamentos selecionados, foi prejudicial para a germinacdo das
sementes, porém estimulou o crescimento radicular e apresentou a menor incidéncia
de fungos nas sementes quando comparado aos demais tratamentos.

Andlises de incidéncia e controle de fitopatdbgenos com a microbiolizacdo de
sementes com o uso de Bacillus, os isolados B. licheniformis e B. pumilus geraram
efeito no controle de patdégenos em sementes de soja em 99,83% e 99,22%,
respectivamente (BEZERRA et al., 2013). Em sementes de milho, Bacillus subtilis e
Paenibacillus macerans reduziram o nivel de infeccdo de patdégenos (LUZ, 2001).

O isolado que apresentou maior porcentagem de reducdo no indice de
velocidade de crescimento micelial de 70,3% ndéo diferiu da testemunha em nenhum
outro parametro de germinacao, crescimento radicular e incidéncia de patdégenos de
sementes.

Dentre o0s parametros avaliados: germinagdo, crescimento radicular,
incidéncia de fungos e indice de velocidade de crescimento micelial de S.
sclerotiorum, o isolado M8 apresentou o melhor resultado, apontando-o como

promessa para pesquisas futuras no controle biol6gico (Figura 5).
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FIGURA 5- Resposta dos isolados aos parametros avaliados.
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5 CONCLUSAO

Foram obtidas 10 rizobactérias da rizosfera de plantas de soja que podem
atuar como antagonistas ao patdgeno Sclerotinia sclerotiorum. O isolado 11 é o mais

eficiente entre os isolados rizobacterianos testados in vitro.

As avaliacbes de germinacdo e sanidade de sementes de soja demonstram
rizobactérias que tiveram boa eficiéncia no controle de patdégenos de sementes,

sendo o isolado M8 o mais eficiente entre os tratamentos.
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