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RESUMO

METABOLICOS RIZOBACTERIANOS NO CONTROLE
DE Sclerotinia sclerotiorum IN VITRO

A Sclerotinia sclerotiorum, que causa a doenga conhecida como mofo branco, é
considerado um dos patégenos fangicos mais importantes no mundo e esta
distribuido em todas as regides produtoras.O controle bioldgico é considerado
atualmente uma alternativa atraente ao uso de agrotoxicos. Neste contexto, as
rizobactérias podem atuar como agentes de controle biolégico de doencas, uma vez
gue induzem resisténcia sistémica em plantas, produzem antibiéticos, substancias
volateis, metabdlitos, entre outros. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de
substancias volateis e metabdlitos produzidos por rizobactérias no crescimento
micelial de Sclerotinia sclerotiorum. O experimento foi realizado no laboratério de
Fitopatologia e Microbiologia do Solo da Universidade Federal do Pampa — Campus
Itaqui. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com 11
tratamentos (dez rizobactérias mais a testemunha) e quatro repeticdes. O teste de
metabdlicos volateis foi realizado com placas invertidas e sobrepostas. Inicialmente
os isolados rizobacterianos foram repicados para o meio de cultura MB1 liquido e
mantidos sob agitacdo por 24 horas a 120 rpm e temperatura de 25°C. Apos 24 h, foi
adicionado 0,1mL de cultura do antagonista na superficie de uma placa de Petri
contendo o meio de cultura MB1, sélido, espalhando com alca de Drigalsky. Em outra
placa de Petri foi transferido um disco de 5 mm de diametro de micélio de S.
sclerotiorum no centro contendo o meio de cultura BDA. Em seguida foi descartada a
tampa de ambas as placas e foi utilizado o fundo de uma delas como tampa para
outra. As placas foram vedadas e incubadas em camara BOD a 25°C. A testemunha
foi apenas a placa de S. sclerotiorum com a placa do meio MB1 sem a presenca de
bactérias. A avaliacdo do crescimento micelial do fungo foi realizada em intervalos de
24 horas, medindo-se o diametro da colonia. As medicfes foram realizadas até que o
micélio da testemunha atingisse a borda da placa de Petri. O célculo do indice de
Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM), foi determinado pelo didmetro atual da
colénia subtraido o diametro da colénia do dia anterior dividido pelo dia de nimeros
apols a repicagem.Para o teste de metabdlitos foram repicadas asrizobactérias em
100 mL de meio de cultura liquido MB1. Estes foram colocados numa mesa agitadora
a 120 rpm durante 48 horas. Depois deste periodo, os frascos foram autoclavados por
40 minutos a 120°C. Apoés esse processo foram adicionas 10% desse meio liquido no
meio BDA. Em seguida,o meio foi vertido em placas de Petri e no centro foi colocado
um disco de micélio de5 mm de didmetro de S. Sclerotiorum. As avalia¢cdes foram
realizadas da mesma forma do teste anterior. 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. Todos os isolados de rizobactérias testados
produzem volateis e metabdlitos hidrossolUveis que inibem o crescimento micelial de
Sclerotinia sclerotiorum.Os isoladosrizobacterianosll e M6 demonstram-se como
mais promissores para trabalhos futuros utilizando rizobactérias.

Palavras-Chaves:Mofo Branco, volateis, metabdlitos, controle biolégico.



ABSTRACT

Sclerotinia sclerotiorum, which causes the disease known as white mold, is considered
one of the most important fungal pathogens in the world and is distributed in all
producing regions. Biological control is currently considered an attractive alternative to
the use of agrochemicals. In this context, rhizobacteria can act as agents of biological
control of diseases, since they induce systemic resistance in plants, produce
antibiotics, volatile substances, metabolites, among others. The objective of this work
was to evaluate the effect of volatile substances and metabolites produced by
rhizobacteria on the mycelial growth of Sclerotinia sclerotiorum. The experiment was
carried at the Laboratory of Phytopathology and Soil Microbiology of the Federal
University of Pampa - Itaqui Campus. The experimental design was the completely
randomized with 11 treatments (ten rhizobacteria plus the control) and four replicates.
The volatiles test was performed with inverted and overlapping plates. Initially the
rhizobacterial isolates were picked up into the liquid MB1 culture medium and kept
under stirring for 24 hours at 120 rpm and 25 ° C. After 24 h, 0.1 mL of antagonist
culture was added to the surface of a Petri dish containing the MB1 medium, solid,
spreading with Drigalsky's loop. In another Petri dish a 5 mm diameter disc of S.
sclerotiorum mycelium was transferred to the center containing the BDA culture
medium. Then the cover of both plates was discarded and the bottom of one of them
was used as cover for another one. Plates were sealed and incubated in a BOD
chamber at 25 ° C. The control was only the S. sclerotiorum plate with the MB1 medium
plate without the presence of bacteria.The evaluation of the mycelial growth of the
fungus was carried out in intervals of 24 hours, measuring the colony diameter.
Measurements were made until the mycelium of the control reached the border of the
Petri dish. The calculation of the Mycelial Growth Rate Index (IVCM) was determined
by the current diameter of the colony subtracted the diameter of the colony from the
previous day divided by the day of numbers after the repication. For the metabolite test
the rhizobacteria were picked in 100 mL of MB1 liquid culture medium. These were
placed on a shaker table at 120 rpm for 48 hours. After this time, the vials were
autoclaved for 40 minutes at 120 ° C. After this process 10% of this liquid medium was
added in the BDA medium. The medium was then poured into Petri dishes and a 5 mm
diameter mycelium disk of S. sclerotiorum was placed in the center. The evaluations
were performed in the same way as the previous test. The data were submitted to
analysis of variance and the means of each treatment were grouped by the Scott-Knott
test at 5% probability. All the rhizobacterial isolates tested produce volatiles and water-
soluble metabolites that inhibit the mycelial growth of Sclerotiniasclerotiorum. Isolates
rhizobacterial 1land M6 are shown to be more promising for future work using
rhizobacteria.

Keywords: White mold, volatiles, metabolites, biological control.
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1. INTRODUCAO

O Mofo Branco em soja também conhecido como Podriddo Branca € uma
doenca causada pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum. Esta doenca pode causar grandes
reducées no rendimento de culturas tais como a soja e o feijdo, atacando outras
espécies comerciais (DELLEVALE FILHO & RODRIGUES JUNIOR, 2014).

Este fungo é considerado um dos patdégenos fungicos mais importantes no
mundo e esta distribuido em todas as regides produtoras (LEITE, 2005). Estimasse
que 6 milhdes de hectares no Brasil apresentam a doenca, numero que preocupa ja
que a area com agricultura em nosso pais é de 70 milhdes de hectares cultivados, ou
seja 8,6% das areas estdo com o patdogeno (DELLEVALE FILHO & RODRIGUES
JUNIOR, 2014).

Nas ultimas décadas a agricultura brasileira tem passado por transformacdes,
devido a uma conscientizacdo sobre a preservacdo do meio ambiente. Neste contexto
o interesse pela utilizacdo do controle bioldgico tem se tornado uma alternativa mais
sustentavel tanto em relacdo na minimizacdo dos danos agroecoldgico, quanto na
reducdo de custos na producao agricola (SOUZA, 2001).

Segundo Michereff (2001) o controle biolégico de doencas de plantas pode ser
definido como “a redugao da densidade de indculo ou das atividades determinantes da
doenca, através de um ou mais organismos”. A selecdo de micro-organismos
antagonista constitui a base essencial de todo o programa de controle biolégico de
doencas de plantas, sendo que todos os métodos de selecdo sdo baseados em
evidéncias em que o organismo interfere de algum modo, no desenvolvimento do
patégeno ou na reducdo da doenca, acarretando em algumas formas de destruicdo ou
inibicdo do organismo pretendente. (MELLO, 2008 apud SOARES et al, 2011).

Os isolados bacterianos que promovem algum favorecimento a planta, apos a
colonizagédo radicular, sdo denominados rizobactérias. Estes sdo capazes de promover
a inducdo de resisténcia sistémica nos vegetais, aumentar a tolerancia a estresses
abidticos devido a producao de etileno enddgeno, produzir antibioticos, ser antagonico
a fitopatdgenos, entre outros. Quando benéficas as plantas e de vida livre no solo, séo
chamadas de rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCP) ou ainda de

bactérias capazes de incrementar a producao (YIB) (GRACAS et al., 2015).
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Muitos fitopatdbgenos como Aphanomycesspp.,Fusarium, Rhizoctonia solani,
Sclerotium rolfsii, Sclerotinia sclerotiorum, Thielaviopsis basicola e Verticillium spp. S&o
negativamente afetados por Rizobactérias promotora de crescimento, por meio da
producdo de metabdlitos bacterianos, tais como antibioticos, cianeto de hidrogénio
(HCN), quelantes de ferro e degradacdo da parede celular por enzimas(PLEZER,
2010; MELO 2016).

Devido ao potencial dessas rizobactérias no controle de fitopatbgenos, o
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de metabdlitos rizobacterianos no controle de

Sclerotinia sclerotiorum in vitro.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Sclerotinia sclerotiorum

O patégeno Sclerotinia sclerotiorum pertence ao filo Ascomicetos, classe
Leotiomicetes, ordem Heloitiales, familia Sclerotiniaceae, pertence ao grupo dos
fungos mitosparicos.E conhecido mundialmente como “podriddo branca” ou “mofo-
branco” afetando diversas culturas (BOTELHO, 2011). Estima-se que cerca de 300
espécies vegetais sdo suscetiveis a S. sclerotiorum, a exemplo do feijoeiro
(Phaseolus vulgaris) e da soja (Glycine max), ambas de grande importancia
econdémica (DELGADO et al, 2007).

O sintoma mais comum é aglomerados de micélios de coloracdo branca e
aspecto cotonoso, sobre a area afetada, com ou sem presenca de esclerédios
(CUNHA, 2010). Os esclerédios (Figura 1) sao estruturas primarias de resisténcia que
medem de 0,5mm a 2,0mm com formas irregulares, de coloracdo clara no inicio e
preta com o passar do tempo, podendo permanecer viaveis no solo por até 10 anos,

sendo de facil disseminacao pelo vento (KIMATI, et al., 2005).
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Figura 1: Esclerddios de Sclereotinia sclerotiorum.
Fonte: REY, 2016.

Em condigdes climaticas favoraveis com temperaturas entre 10°C e 12°C, e em
solos umidos sé@o condi¢des necessarias para a germinacdo dos esclerddios. Durante
a colheita em areas infestadas pelo patdgeno, os esclerédios podem ser misturados as
sementes e se 0 beneficiamento néo for o adequado, estas estruturas podem infectar o
plantio da proxima safra(KIMATI, et al., 2005; LEITE, 2005; CUNHA, 2010).
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Figura 2: Monociclo do mofo-branco causado por Sclerotinia sclerotiorum em
soja.
Fonte: REIS, et al. (2012) apud BATISTTI et al. (2016).

2.2 Controle Bioldgico com Rizobactérias

O controle biol6gico € uma alternativa de diminuir o potencial de in6culo ou das
atividades determinantes do patdégeno ou aumentar a resisténcia do hospedeiro,
através de um ou mais organismos sem alterar o meio ambiente.Desta forma o
controle baseia-se entre as relacdes de hospedeiro e antagonistas interagindo num
sistema a fim de limitar a atividade do patégeno (MICHEREFF 2001; HECKLER et al.,
2012).

Segundo Barbosa (2009) uma das alternativas de controle biolégico que vem
sendo usada no controle de doengas causados por patdégenos de solos é a utilizacdo
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de rizobactérias, principalmente a fim de reduzir ou evitar utilizacdo de defensivos
agricolas (GRIGOLETTI., et al, 2000).

Na década de 60 na China e na década de 70 nos Estados Unidos iniciaram-se
a pesquisa no biocontrole de patdgenos com rizobactérias. Porém, no Brasil, os o
estudo do biocontrole com bactérias € mais recente (ROMEIRO, 2013).

Nos ultimos anos com a busca de alternativas mais sustentaveis no controle de
doencas sem agredir o homem e ao meio ambiente, as rizobactérias tém apresentado
excelente alternativa, por agir em varios mecanismos como antibiose (por producéo de
enzimas liticas, toxinas ou acido cianidrico), inducdo a resisténcia em plantas,
competicdo (seja por nichos ecoldgicos ou nutrientes), fixacdo bioldgica de nitrogénio,
solubilizacdo de fosfato, e também por serem capazes de inibir o crescimento de
outros organismos no solo (CIPRIANO, 2009 apud VIEIRA et al., 2013).

As rizobactéria ou bactérias rizosféricas existem em grande proporcdo na
superficie proximas a parte radicular dos vegetais, onde se nutrem de exsudatos e
lisados liberados por plantas, bem como fazem da rizosfera nicho ecolégicos, na qual
se abrigam e se protegem do antagonista da microbiota circulante (ROMEIRO,2013).

Dentre as principais rizobactérias promotoras de crescimento plantas (RPCPs)
temos Pseudomonas, Bacillus, Rizobium, Streptomyces, Bradyrhizobium; Acetobacter,
Herbaspirilum, Agrobacterium radiobacter, Enterobacter cloacae e Burkholdeira
cepacia, das quais promovem acao direta e indireta (MARIANO et al., 2004).

Existem produtos comerciais a base de RPCPs, sendo as mais estudadas
pertencentes ao grupo do género Pseudomonas e Bacillus.No entanto, as do género
Bacillus apresentam desvantagem devido a sua viabilidade comercial ser inferior,
guando comparado a Pseudomonas, por desenvolverem uma estrutura de resisténcia,
denominada enddsporo, produzida em condi¢des adversas (CIPRIANO, 2009).

O ponto positivo do biocontrole é que apenas um antagonista ou um conjunto de
micro-organismos desempenha mais de um mecanismo de atuacao sobre o patégeno,
apresentando resultados satisfatérios num determinado estadio de desenvolvimento da
planta (CIPRIANO, 2009).

As rizobactérias podem produzir compostos antibidticos que atuam na
supressdo de patégenos da rizosfera. Os antibiéticos sdo compostos organicos de
baixo peso molecular que, em baixas concentracdes, sao deletérios ao crescimento ou
a outras atividades metabdlicas de outros organismos.Sabe-se que pirrolnitrina

produzida por Pseudomonas fluorescens inibe o crescimento de Rhizoctonia solani,
18



Thielaviopsis basicola, Alternaria sp.e Verticillium dahliae. Os antibioticos, em geral,
sao inativados no solo e, portanto, sua acdo s6 pode ser efetiva no tratamento de
sementes (MELO,2016).

O antagonismo de rizobactérias contra fitopatbgenos ocorre, principalmente,
pela producdo de diferentes polipeptideos com acdo antimicrobiana, como a
mersacidina, micosubilitina, iturina, bacilomicina, fengicina, bacilicina e surfactina, bem

como por estimuladores de crescimento do hospedeiro (CARRER, et al., 2015).

3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no periodo de agosto a novembro de 2016,
no Laboratorio de Fitopatologia e Microbiologia do Solo da Universidade Federal do
Pampa — Campus Itaqui.

3.1 Isolado de Sclerotiniasclerotiorum

O isolado de Sclerotiniasclerotiorumutilizado no trabalho pertence a Micoteca do
Laboratério de Fitopatologia. O isolado foi repicado para o meio de cultura BDA
comercial (Batata-dextrose-agar) na concentracdo de 39,9 g.L™ e incubados em BOD
por 7 dias a 25°C.

3.2 Producéo de metabdlicos volateis
Foram utilizadas no experimento dez rizobactérias selecionadas em trabalhos
anteriores por Arns (2016).

Os isolados foram diferenciados e separados a partir da aparéncia visual das
colbnias bacterianas (ARNS, 2016).
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Tabela 1: Isolados bacteriano obtidos da rizosfera dos municipios de Itaqui,

Macambara e Uruguaiana.

Municipios Isolados
11
Itaqui/RS - |16
114
M3
M6
Magambara/RS - M8
M9

rJ\/Ilo
Uruguaiana/RS - U4
|_u13

—

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado com 11
tratamentos (dez rizobactérias mais a testemunha) e quatro repeticées.

O teste foi realizado com placas invertidas e sobrepostas (ROMEIRO, 2007).
Inicialmente os isolados rizobacterianos foram repicados para o meio de cultura MB1
liquido (Kado e Heskett, 1970) e mantidos sob agitacdo por 24 horas a 120 rpm e
temperatura de 25°C. O meio MB1 € composto por Sacarose (10,0 g), Caseina acida
hidrolisada (8,0 g), Extrato de Levedura (4,0 g), K.HPO4 (anidro) (2,0 g), MgSO4.7H,0
(0,3 g) e Agua destilada (1000 mL).

Apods 24 h, foi adicionado 0,1mL de cultura do antagonista na fase logaritima de
crescimento a superficie de uma placa de Petri contendo o0 meio de cultura MB1,
porém solido, espalhando com alga de Drigalsky.

Em outra placa de Petri foi transferido um disco de 0,5 cm de diametro de
micélio de S. sclerotiorum no centro contendo o0 meio de cultura BDA. Em seguida foi
descartada a tampa de ambas as placas e utilizado o fundo de uma delas como tampa
para outra. As placas foram vedadas com filme de PVC e incubadas em camara BOD
a 25°C. A testemunha apenas a placa de S. sclerotiorum com a placa do meio MB1
sem a presenca de bactérias.

As medicdes foram feitas no sentido vertical e horizontal, diariamente até a
testemunha atingir o tamanho total da placa.

Com os dados foi realizado o calculo do indice de velocidade de crescimento

micelial, conforme a férmula descrita por Oliveira (1991).
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IVCM= Z (D-Da)
N
IVCM= indice de velocidade de crescimento micelial
D= didmetro médio atual da col6nia
Da= diametro médio da coldnia do dia anterior

N= namero de dias apos a inoculacéo

3.3 Producéo de metabdlitos rizobacterianos néo volateis

As rizobactérias foram repicadas em placas de Petri contendo o meio MB1,
visando col6nias bacterianas novas, e incubadas em BOD a 28°C por 24h.

As suspensdes bacterianas foram preparadas repicando as rizobactérias em
100 mL de meio de cultura liguido MB1. Estes foram colocados numa mesa agitadora
a 120 rpm durante 48 horas. Depois deste periodo, os frascos foram autoclavados por
40 minutos a 120°C.

ApOs esse processo foram adicionados 10% da suspensdo bacteriana
autoclavada e diluido em 90 mL de meio de cultura BDA. Em seguida o meio BDA foi
vertido em placas de Petri e no centro foi colocado um disco de micélio de 0,5 cm de
didmetro de S. Sclerotiorum.

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado com 11
tratamentos (dez rizobactérias mais a testemunha) e quatro repeticées.

As medi¢cBes foram feitas no sentido vertical e horizontal, diariamente até a
testemunha atingir o tamanho total da placa. Foi calculado o IVCM como no

experimento anterior.

3.4 Andlise estatistica
Os dados de IVCM foram submetidos as analises de variancia e teste de média

Scott & Knott, ao nivel de 5% de probabilidade. O programa estatistico SISVAR foi

utilizado para realizar as analises (Ferreira, 2008).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1Producao de compostos volateis

Todos os isolados de rizobactérias testados inibiram o crescimento micelial de S.
sclerotiorum in vitro quando comparados com a testemunha. A porcentagem de
reducdo em relacédo a testemunha foi acima de 92,9% para todos os isolados testados

(Tabela 2 e Figura 2).

Tabela 2 — Efeito de substancias volateis produzidas por rizobactérias no indice
de velocidade de crescimento micelial (IVCM) de Sclerotiniasclerotiorum.

Tratamento IVCM Controle (%)
M8 0,00 a 100
M10 0,00 a 100
M9 0,00 a 100

11 0,02 a 99,2
M6 0,03 a 99,1
U4 0,05 a 98,5
u1s3 0,08 b 97,5
116 0,10 b 96,9
M3 0,12 b 96,3
114 0,23 c 92,9

Testemunha 3,25d -
CV (%) 21,2

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

Segundo Silva (2012) e seus colaboradores testaram produtos a base de
Trichoderma e Bacillus, e verificaram os produtos a base de Trichoderma sdo mais
eficientes que Bacillus, com isso reforcam a hipotese de Harman (2004) em que a
eficiéncia de antagonistas quando aplicados em plantulas na protecdo de agentes
fitopatogénicos esta diretamente relacionadas as habilidades de tais organismos
antagonistas de colonizarem e sobreviverm no meio onde forem introduzidos.

De acordo com os resultados (Tabela 2 e Figura3) pode se verificar que o0s
isolados M8, M10, M9 e Ilreduziramem 100% o crescimento micelial em relacéo a

testemunha.
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TESTEMUNHA

Figura 3: Efeito de metabdlicos volateis produzidos por rizobactérias no crescimento

micelial de Sclerotiniasclerotiorum.

Bactérias antagonistas podem produzir substancias volateis capazes de inibir o
crescimento e, ou, a multiplicacdo de outros micro-organismos (MADIGANet al., 2003).
Entre essas substancias citam-se alcoois, aldeidos, cetonas, sulfetos (DUFFYet al.,
2003). Outra substancia que pode ser sintetizada por bactérias antagonistas é o acido
cianidrico (HCN), que é um potente inibidor de enzimas envolvidas na respiracao de
micro-organismos (ROMEIRO, 2007).

4.2 Producao de metabdlitos rizobacterianos nao volateis

Em relacdo a producdo de metabdlitos rizobacterianos hidrossoluveis todos os
isolados diferiram da testemunha. No entanto, os isolados 11, M3, M6 e U13 ndo se
diferem estatisticamente, se destacando, com reducdes entre 88,7% a 93,8% (tabela
3).
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Tabela 3 — Efeito de metabdlitos rizobacteriano no indice de velocidade de
crescimento micelial (IVCM) deSclerotinia sclerotiorum.

Tratamento IVCM Controle (%)

11 0,11a 93,8

M3 0,12 a 93,23

M6 0,18 a 89,83

ui3 0,20 a 88,70

M10 0,25b 84,74

U4 0,30 b 82,49

M9 0,38b 78,53

M8 0,72 c 59,33

114 0,89 d 49,71

116 0,96 d 45,76
Testemunha 1,77 e -
CV (%) 26,45 -

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

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

De acordo com CARDOSO, et al. (2014) apud LANA FILHO, et al. (2010), a
inibicdo do crescimento de patégenos em teste de antibiose podem ser ocadionada
ndo somente pela producdo de compostos inibitérios mas pela competicdo de
elementos essenciais ao metabolismo microbiano.

Comparando o teste de producdo de volateis com o teste de producdo de
metabalitos ndo volateis podemos observar que os isolados 11 e M6 apresentaram as

maiores reducdes do crescimento micelial de S. sclerotiorum.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Todos os isolados de rizobactérias testados produzem metabdlicos volateis e
metabdlitos hidrossolluveis que inibem o crescimento micelial de Sclerotinia
sclerotiorum.

Os isolados 11 e M6 demonstram-se como mais promissores para trabalhos

futuros utilizando rizobactérias.
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