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RESUMO

DURE, Lais Mayara Melo. Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.
BIOPROSPECCAO DE Bacillus spp. VISANDO INDUCAO DE RESISTENCIA E
PROMOQAO DE CRESCIMENTO DE SOJA.

Professor Orientador: Cassiano Garcia Roque. Co-orientadora: Marivaine da Silva

Brasil

As doencas estéo relacionadas aos principais fatores limitantes da produtividade da
soja, tendo o uso de rizobactérias surgido como possibilidade no controle de doencas
além de promover crescimento de plantas. Com isso, objetivou-se avaliar isolados do
género Bacillus spp. como promotores de crescimento em plantas de soja da cultivar
Potencia RR e M6210 IPRO, e seu potencial de biocontrole in vitro e in vivo de
doencas. Para tanto, foram realizados testes de PCR utilizando os iniciadores ITUD,
BACAB, MRSA e SFP que detectam genes biosintetizantes de substancias
antimicrobianas especificos para Bacillus spp. Nos testes de antibiose in vitro, 0os
isolados foram submetidos a confrontamento direto com os fungos Sclerotinia
sclerotiorum, Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani e Colletotrichum
truncatum. Foi avaliado também a capacidade das bactérias em promover
crescimento de plantas de soja nas cultivares Potencia RR e M6210 IPRO. O
delineamento foi inteiramente casualizado com 16 tratamento constituidos por cinco
repeticdes e as médias comparadas pelo Teste de Scott-Knott a 5%. No ensaio in
vivo, sementes da cultivar Potencia RR foram microbiolizadas com suspensfes dos
isolados bacterianos com concentracdes ajustadas para 10° UFC/mL:. O tratamento
controle foi caracterizado por sementes microbiolizadas apenas em solucao salina. A
inoculacao do fungo S. sclerotiorum ocorreu quando as plantas alcangaram o estagio
V4 através da técnica das ponteiras. As avaliacdes da severidade da doenca foram
realizadas no periodo de 3, 5, 7, 9 e 11 dias ap0s a inoculacao, utilizando a escala de
notas. A média dos valores de severidade de cada tratamento foram utilizadas para o
calculo da area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD). O delineamento
foi inteiramente casualizado com cinco repeticdes, sendo as médias comparadas pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os genes ITUD e BACAB foram detectados
em 25% e 53% dos isolados, respectivamente, no entanto ndo foram obtidos produtos
de amplificacéo para os outros iniciadores testados. Os isolados de B. cereus (VBE19
e VBES7) se destacaram por apresentar capacidade para biocontrole in vitro para os
quatro patdégenos testados. Os isolados VBNO2 e VBEO1 apresentaram potencial para
promocao de crescimento de plantas de soja para as duas cultivares avaliadas, além
do isolado VBES57 ter influenciado positivamente em mais de uma variavel avaliada na
cultivar M6210 IPRO, sugerindo ser promissor quanto sua aplicagdo como inoculante
na cultura da soja. Dos oito isolados avaliados no ensaio de biocontrole in vivo, apenas
VBEOS e VBEOLl destacaram-se por proporcionar reducédo de 39,1% e 37,5% da
AACPD, respectivamente, além atuarem positivamente desde a primeira avaliacao,
reduzindo a severidade da doenca.

PALAVRAS-CHAVE: Bacillus cereus. Controle bioldgico. Rizobactérias.
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ABSTRACT

DURE, Lais Mayara Melo. Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.
BIOPROSPECTING of Bacillus spp. LOOKING FOR INDUCTION OF RESISTANCE
AND PROMOTION OF SOYBEAN PLANTS GROWTH.

Adviser: Cassiano Roque Garcia. Co-Adviser: Mariaveine da Silva Brasil.

The diseases are related to the main limiting factors of soybean yield, and The use of
rhizobacteria came up as a possibility for the control of diseases besides promoting
the growth of plants. The objective of this study was to evaluate isolates of the genus
Bacillus spp. as growth promoters in soybean plants of cultivar Potencia RR and
"M6210 IPRO, and their biocontrol potential in vitro and in vivo of diseases. In order to
do so, there were conducted PCR tests using the initiators ITUD, BACAB, MRSA, and
SFP, which detect biosynthesizing genes of antimicrobial substances specific for the
Bacillus spp. In the in vitro antibiosis tests, the isolates were submitted to direct
confrontation with the fungi Sclerotinia sclerotiorum, Macrophomina phaseolina,
Rhizoctonia solani and Colletotrichum truncatum. Also, it was evaluated the bacteria’s
capacity of promoting growth of soybean plants in the cultivars Potencia RR and
M6210 IPRO. The design was the random one with 16 treatments formed by five
repetitions and the means were compared by the Scott-Knott test at 5%. In the in vivo
assay, seeds of cultivar Potencia RR were microbiolized with suspensions of the
bacterial  isolates  with  concentrations adjusted to 10° UFC/mL™.
The control treatment was characterized by microbiolized seeds only in saline solution.
The inoculation of the S. sclerotiorum fungus occurred when the plants reached the V4
stage through the technique of the tips. The assessments of the severity of the disease
were carried out in the period of 3, 5, 7, 9 and 11 days after inoculation, using the scale
of notes. The mean severity values of each treatment were used to calculate the area
below the disease progress curve (AACPD). The design was completely randomized
with five replicates, the means being compared by the Tukey test at 5% probability.
The genes ITUD and BACAB were detected in 25% and 53% of the isolates,
respectively. However, there was no attainment of amplifying products for the other
tested initiators. , the isolates of Bacillus (VBE19 and VBES7) stood out due to its
capacity for the biocontrol in vitro for the four pathogens tested, and for the promotion
of growth stood out the isolates VBNO2 and VBEOL1 for the two cultivars evaluated, as
well as the isolate VBES57 for the cultivar M6210 IPRO, due to its positive influence in
the majority of the studied variables, suggesting as promising to the application as
inoculant in the soybean culture. Of the eight isolates evaluated in the in vivo biocontrol
assay, only VBEO5 and VBEO1 stood out for providing a reduction of 39.1% and 37.5%
of the AACPD, respectively, besides acting positively from the first evaluation, reducing
disease severity.

KEY-WORDS: Bacillus cereus. Biological control. Rhizobacterias.
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1. INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L). Merril) é a cultura que mais expandiu sua area
produtiva nos ultimos anos, apresentando consideravel importancia devido a
utilizacao dos seus produtos e subprodutos pela industria nacional (BEZERRA
et al., 2015). O Brasil é segundo maior produtor mundial do gréo, ocupando cerca
de 34 milhdes de hectares de &rea plantada, com producdo de quase 114
milhdes de toneladas na safra 2016/2017 (CONAB, 2017).

A produtividade da soja é afetada por interferéncia de doencas que afetam
a cultura (VIECELLI; CARVALHO; DE MARCHI, 2014) que reduzem a produgéo
e causam prejuizos econémicos (BERGAMIN FILHO et al., 2011). Estima-se que
os danos anuais por doencas sejam de 15 a 20%, podendo resultar em perdas
totais caso nenhuma medida de controle seja tomada pelo agricultor (EMBRAPA,
2007).

A utilizacdo excessiva de agrotdxicos na agricultura causa inumeros
problemas como: contaminacdo ambiental, nos alimentos (THAKKAR; SARAF,
2015), além de ser danosa a saude humana (MURALI et al., 2016). Na tentativa
de minimizar os prejuizos causados pelo uso inapropriado de agrotéxico tém-se
considerado a necessidade de reduzir o emprego de produtos quimicos,
buscando um sistema de producdo apoiado nos principios agroecoldgicos
(MORANDI; BETTIOL, 2009).

Uma das préticas agroecoldgicas é o controle biolégico de doencas de
plantas, que surge como método de controle para 0 manejo de diferentes
fitopatogenos (MORANDI; BETTIOL, 2009), envolvendo a redugéo da densidade
populacional do patégeno, a protecdo biolégica da superficie de plantas e o
controle dentro da planta (SILVEIRA, 2001).

Tendo em vista que a sustentabilidade com alta produtividade € um
caminho a ser seguido na producdo de alimentos, a utilizacdo de micro-
organismos vem a ser uma opgao para a substituicdo e reducao na utilizacao de
produtos quimicos (CASTRO; MELO, 2007; SHAHAROOMA et al., 2008), seja
diretamente como bioinoculantes para controle biolégico, ou como
biofertilizantes para promocao de crescimento vegetal (FREITAS; AGUILAR-
VILDOSO, 2004).



Diversas revisdes apontam que bactérias que infectam as raizes de
plantas sdo benéficas e diversificadas, capazes de contribuir para o crescimento
vegetal e também de protegé-las contra doencas e estresses ambientais e
atualmente sdo denominadas rizobactérias promotoras de crescimento de
plantas (RPCP) (De SOUZA; AMBROSINI; PASSAGLIA, 2015; VEJAN et al.,
2016; BASU; RABARA; NEGI, 2017).

A eficiéncia desse grupo de bactérias em sintetizar as moléculas
benéficas as plantas pode ser influenciada pela espécie bacteriana, estirpe, além
das condi¢cbes ambientais (De SOUZA; AMBROSINI; PASSAGLIA, 2015). Para
se verificar a eficacia das RPCP’s, as mesmas devem ser submetidas a
experimentos em condi¢des controladas e posteriormente em condi¢des naturais
para observacdo de desempenhos promissores (PEREZ-MONTANO et al.,
2014).

Entre as RPCP, o género Bacillus é um dos mais estudados, devido a
producdo de compostos que induzem o crescimento vegetal, bem como a
capacidade deste em induzir resisténcia, além de exercerem antagonismo direto
pela producdo de compostos antimicrobianos (LATHA et al., 2011; WU et al.,
2014). Além disso, essas bactérias tém caracteristicas interessantes para uso
como inoculante, como a producéo de endosporos que Ihe confere vantagens
como sobrevivéncia a seca, além da facilidade de manipulacdo e aplicacdo
podendo ser empregado com outros defensivos agricolas (FREITAS; AGUILAR-
VILDOSO, 2004).

A utilizacdo de apenas um micro-organismo como bioinoculante em
plantas ja apresentam resultados eficientes, porém, demais estudos comprovam
gue a co-inoculagdo com mais de um micro-organismo pode apresentar melhor
desenvolvimento vegetal na planta, podendo assim suprir as necessidades
atuais relacionadas a sustentabilidade agricola (HUNGRIA; NOGUEIRA;
ARAUJO, 2013). De acordo com Araujo et al., (2010), a nodulacéo e a fixacao
biolégico de nitrogénio pode ser incrementada através da co-inoculacdo de
rizobio e Baciilus.

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar isolados do género
Bacillus spp. como promotores de crescimento e suas habilidades como agentes

de controle biologico e na inducéo de resisténcia de doencgas na cultura da soja.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Doencas na soja

A soja € uma planta anual, ereta, autdbgama, que demonstra variabilidade
quanto as suas caracteristicas morfologicas, podendo seu tamanho variar de 30
a 200 cm de altura e apresentar ramificacbes, além de ser influenciada por
multiplas condicdes climaticas. Para cultivares precoces o ciclo completo € em
torno de 70 dias e para as cultivares de ciclo tardio por volta de 200 dias
(BOREM, 1999).

A fenologia da planta permite agrupar e classificar os estadios de
desenvolvimento da cultura da soja e associa-los com suas necessidades
especificas no decorrer do seu ciclo (FARIAS; NEUMAIER; NEPOMUCENO,
2009).

As doencas sdo um dos principais fatores para uma menor produtividade
da cultura da soja no Brasil, jA sendo identificadas cerca de 40 doencas
causadas por fungos, bactérias, nematdides e virus. Esse numero tende a
aumentar devido a fatores como a monocultura e a expanséo de novas areas de
plantio (GRIGOLLI, 2013).

Cada doenca tem sua importancia econémica que pode variar de ano para
ano e de regido para regiao, de acordo com as condi¢des climaticas de cada
safra. Estas, podem acarretar perdas de 15% a 20% anualmente na producéo,
no entanto, existem doencas que podem provocar perdas de quase 100% em
plantacdes especificas (EMBRAPA, 2007).

2.1.1 Mofo Branco

O mofo branco é causado pelo Sclerotinia sclerotiorum, um fungo
pertencente ao filo dos Ascomycota (INDEX FUNGORUM, 2017) cuja
patogenicidade pode afetar mais de 400 espécies vegetais, aléem de ser
considerado a segunda doenca mais agressiva para a cultura da soja em todo o
mundo (LI et al., 2010). Esta doenca é responsavel por causar grandes perdas
em varias culturas e principalmente na soja, pois o fungo é largamente distribuido

entre os grandes produtores mundiais do gréao (WRATHER et al., 2001).



A doenga inicia-se ap0s o0s esclerddios e 0s apotécios produzirem
micélios e ascOsporos, respectivamente, pois sdo eles os responsaveis pela
infeccdo e colonizacdo. A disseminacdo se da principalmente pelas sementes
infectadas, que podem apresentar o micélio do fungo, ou por meio da
contaminacgdo, devido a presenca de estruturas de sobrevivéncia denominadas
esclerodios. Estes, presentes no solo em condi¢cdes favoraveis germinam e
formam apotécios, que produzem grande quantidade de ascoésporos, fonte
priméria de infeccdo (BOLTON; THOMMA; NELSON, 2006).

De acordo com Meyer et al. (2016), estima-se que no territorio brasileiro
este fungo esteja presente em mais de 20% das areas produtoras de soja.
Tendo-se boas condi¢cdes de temperatura, em torno de 20°C e alta umidade
relativa, o apotécio pode germinar de duas formas: mediante o crescimento
micelial (germinacdo miceliogénica) que ira infectar diretamente os tecidos da
planta ou por meio da formacé&o do apotécio, ou geminacéo carpogénica na qual
0s ascosporos sao liberados e provocam a infeccdo quando entram em contato
com o tecido (STEADMAN; NICKERSON, 1975).

As medidas de controle da doenc¢a mais usuais sdo a rotagao de cultura
e uso de sementes certificadas, bem como o uso de fungicidas que, contudo,
tem gerado resultados duvidosos (SUMIDA et al., 2015). O controle biol6gico é
um método que vem sendo usado recentemente, ja sendo obtido resultados
efetivos com isolados de Bacillus (HU et al., 2016).

A ocorréncia desta doenca é mais comum em regifes de condi¢cdes
climaticas amenas, tais como na regido sul e nas chapadas dos cerrados no
Brasil, em altitudes superiores a 800 m, entretanto, esta presente em todas as
regibes produtoras de soja, até mesmo aquelas efetuadas em clima tropical
(ALMEIDA et al., 2005), podendo as perdas ser superior a 40% (DEMANT, 2010;
JACCOUD FILHO et al., 2010).

2.1.2 Antracnose
O fungo que causa a antracnose € o Colletotrichum truncatum (DAMM et
al., 2009) cujas caracteristicas sdo a formacédo de acérvulos escuros, com

formato oval alongada e com presenca de numerosas setas. Os conidios sdo



hialinos, unicelulares e curvos, com conidioéforos na parte interna dos acérvulos
(CARVALHO, 2009).

A infeccdo pode ocorrer em qualquer fase do seu desenvolvimento na
cultura da soja, atingindo folhas, peciolos, hastes, vagens e pedicelos, sendo
que sua transmissao pode ser atravées de sementes infectadas onde os primeiros
sintomas sao observados no periodo da germinacéo causando “damping-off’ em
pré ou poés-emergéncia. Quando as plantulas emergem aparecem nos
cotilédones lesdes necrdticas deprimidas de cor cinza a negra, 0 que pode
acarretar a morte da plantula (BAILEY; JEGER, 1992; CAMPOS; SILVA; SILVA,
2006).

Os indicios de atague sdo mais visiveis na fase reprodutiva, quando as
vagens estao se formando. O melhor ambiente para propagacao da doenca é
aquele onde h& maior precipitacao pluviométrica, temperatura do ar elevada, alta
densidade de plantas por metro linear, auséncia de rotacdo de cultura nas areas
cultivadas e em casos de deficiéncia nutricional principalmente por potassio
(SMML, 2015).

O controle deste patégeno € considerado dificil pois ele sobrevive em
restos culturais e em outros hospedeiros. Quando a infec¢cdo ocorre nos ramos
e vagens, em um longo periodo de tempo com as condi¢cdes climaticas
apropriadas a doenca, afeta a produtividade da cultura. A perda total na
producdo pode ocorrer em funcao da alta reducdo do numero de vagens, além
de induzir a retencédo foliar e a haste verde na planta (EMBRAPA, 2008).

C. truncatun desenvolve-se melhor em temperaturas diurnas de 26 °C a
28 °C, e noturnas de 18 °C a 20 °C, com umidade relativa do ar em torno de 80%
e precipitacdo de 40 a 120 mm, com chuvas num periodo de 4 a 5 dias por
semana (CARVALHO, 2009).

2.1.3 Podridéao de Carvéo

Macrophomina phaseolina € o fungo causador da podriddo de carvéo
(GOMES, 2014), possui patogenicidade a mais de 500 espécies de plantas,
incluindo culturas economicamente importantes, como a soja (GUPTA;
SHARMA; RAMTEKE, 2012). Sua incidéncia nas lavouras de soja vem
aumentando a cada safra no Brasil (CRUCIOL; COSTA, 2017), sua importancia



se da ao fato de afetar o sistema radicular da cultura da soja, tendo ocorrido
principalmente em lavouras que ndo preparam o solo adequadamente antes do
cultivo, fazendo com que as raizes tenham dificuldade em penetrar no solo
compactado tendo assim, seu desenvolvimento prejudicado (ALMEIDA et al.,
2005). Os microesclerdodios e picnidios sdo considerados fonte primaria do
indculo, pois na auséncia de hospedeiro suscetivel ou em condi¢cdes adversas,
apresentam estruturas de resisténcia que possibilitam a sobrevivéncia do fungo
(GOMES, 2014).

Os sintomas aparecem geralmente em formas de reboleiras durante o
florescimento e enchimentos de gréos, no entanto, as plantas de soja podem ser
infectadas pelo patégeno em qualquer fase do seu desenvolvimento (GUPTA;
SHARMA; RAMTEKE, 2012). As lesfes necroticas no sistema radicular, ramos,
caule e penduculo sao sinais da doenca na planta (NDIAYE, 2007), aparecendo
na parte aérea entre 1 a 4 semanas antes da maturacdo (GUPTA e CHAUHAN,
2005), ocorrendo a morte da planta quando o fungo apresenta maiores indices
de severidade (GOMES, 2014),

A transmissdo da doenca se da por sementes contaminadas onde o
micélio e microesclerddios se manifestam no endosperma. (ALMEIDA, et al.,
2005). O patdgeno sobrevive no solo e em restos de culturais por varios anos,
principalmente se as condi¢des climaticas forem favoraveis (temperaturas entre
28° a 35°C), apresentando maiores danos quando a umidade relativa € baixa e
as temperaturas elevadas (BORGES; ANDRADE; BORGES, 2015).

2.1.4 Mela ou Requeima

As doencas conhecidas como mela ou requeima da soja sao causadas
pelo fungo Rhizoctonia solani, e é tido como o mais prejudicial dentro do
complexo de fungos que causam tombamento (GOULART, 2001), além de
causar danos expressivos durante a fase de plantula, também servem de fonte
de in6culo para as culturas seguintes (SILVA et al., 1996).

A presenca do patdgeno € de grande importancia nas lavouras de soja
por causar necrose foliar, queima das folhas e/ou mela além de lesdes nas
hastes e peciolos, resultando em reducéo significativa na producéo (FENILLE,
2001).



Os esclerddios séo responsaveis pela sobrevivéncia do fungo nos solos,
no entanto, vivem saprofiticamente em restos culturais, no colo ou raizes de
hospedeiros alternativos ou eventuais. O respingo das chuvas € a principal forma
de disseminacao do indculo primario, pois carregam particulas de esclerédios ou
micélios para as folhas e peciolos das plantas jovens antes do fechamento das
entre-linhas na lavoura (HWANG; HOWARD; CHANG,1996).

A acao do fungo é favorecida em regides com temperatura em torno de
25 a 30°C, umidade relativa superior a 80% (EMBRAPA, 2004), solos mal
drenados, excesso de irrigacao e alto teor de matéria organica (BUZETO, 2001).

2.2 Rizobactérias Promotoras de Crescimento de Plantas (RPCP)

O termo rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCP) foi
definido primeiramente por Kloepper e Schroth (1978) para descrever bactérias
do solo que colonizam a rizosfera e raizes de plantas e que produzem compostos
gue estimulam o crescimento de plantas. Estas, surgem como possibilidade para
reduzir a utilizagdo continua de fertilizantes quimicos, herbicidas e inseticidas
responsaveis por causar efeitos negativos no ambiente (PEREZ-MONTANO et
al., 2014).

As RPCP’s afetam o crescimento das plantas de duas maneiras
diferentes, indiretamente ou diretamente (Glick, 1995). Segundo Olanrewaju;
Glick e Babalola (2017), os mecanismos diretos sdo aqueles cujas
caracteristicas bacterianas resultam na promocéao de crescimento das plantas,
tais como: producdo de auxina, citocinina, giberelina, ACC desaminase, fixacédo
de nitrogénio, solubilizacdo de fésforo e sequestro de ferro por sideroforos
bacterianos.

O mecanismo predominantemente mais utilizado para explicar os efeitos
positivos das rizobactérias sobre o crescimento das plantas € a sua capacidade
de produzir auxina (OLANREWAJU; GLICK; BABALOLA., 2017). Patten e Glick
(1996) relataram que cerca de 80% dos micrébios da rizosfera poderiam
sintetizar e liberar auxina como metabolito secundario. Auxinas conhecidas
como &cido indol-3-acético (AIA) destacam-se como as mais relevantes
(SPAEPEN; VANDERLEYDEN; REMANS, 2007).



As giberelinas sédo conhecidas pela estimulacgdo e ativagao de importantes
processos relacionados ao crescimento, alongamento do caule, germinacéo de
sementes, floracdo e frutificacdo (ZAIDI et al., 2015). A producao de giberelina
por RPCP foi observada nos seguintes géneros: Achromobacter xylosoxidans,
Gluconobacter  diazotrophicus, Acinetobacter calcoaceticus, Rhizobia,
Azotobacter spp., Bacillus spp., Herbaspirillum seropedicae e Azospirillum spp.
(DODD et al., 2010; DEKA; DEKA; BARUAH, 2015). Gray e Smith (2005)
afirmam que bactérias do género Bacillus sp. produzem elevados niveis de
giberelinas, que induzem efeitos positivos no crescimento de caules e galhos de
diversas plantas.

As bactérias solubilizadores de fosfato sdo capazes de converter fosfato
organico e inorganico insolivel em uma forma que pode ser prontamente
acessivel as plantas, no entanto, condicdes ambientais e do solo, cepas
bacterianas e até mesmo as plantas podem afetar a acdo dos solubilizadores de
fosfato (GUPTA et al., 2015). De acordo com Banerjee et al. (2005), os mais
poderosos solubilizadores de fosfato sédo dos géneros Bacillus, Rhizobium e
Pseudomonas, assim como fixadores de nitrogénio nao-simbionte, como
Azotobacter e Azospirillum (SAHARAN; NEHRA, 2011).

JA os mecanismos indiretos referem-se aqueles cuja caracteristicas
bacterianas inibem a acdo de um ou mais micro-organismos patogénicos de
plantas, podendo ser tanto fungos como bactérias. Sua acao se da através da
producdo de antibioticos, enzimas que degradam a parede celular, ACC
deaminase, competicdo por nutrientes e inducdo de resisténcia sistémica
(OLANREWAJU; GLICK; BABALOLA., 2017).

O principal mecanismo usado pelas RPCP’s para combater os efeitos
deletérios de fitopatdgenos € a sintese de um ou mais antibiéticos (HAAS; KEEL,
2003; COUILLEROT et al., 2009; RAAIJMAKERS; MAZZOLA 2012). Entretanto,
um antibiético pode mostrar-se efetivo no controle de determinado patégeno em
uma planta e néo ser tdo eficaz contra a infeccédo de outro patdgeno na mesma
planta (GLICK, 2012).

A sintese de compostos pelas RPCP pode mostrar diferencas variadas
em suas acdes em diferentes condi¢cdes de campo. Além disso, a atividade de

uma bactéria de controle biolégico pode ser alterada pelo método de cultivo e



formulacéo da RPCP de biocontrole no laboratorio antes do uso e seu modo de
aplicacao (GLICK, 2015).

As rizobactérias podem produzir uma grande variedade de compostos
com atividade antimicrobiana usados como sistema de defesa. Estes incluem
antibiéticos de amplo espectro, acido latico produzido por lactobacilos, agentes
liticos tais como lisozimas, numerosos tipos de exotoxinas e bacteriocinas, que
também tém um modo de acao bactericida (RILEY; WERTZ, 2002). Muitos
antibiéticos sédo derivados de bactérias do género Bacillus e Pseudomonas, que
produzem uma variedade de metabdlitos que servem como antifiingicos,
antibacterianos, antimicrobianos, agentes virais, fitotoxicos, antioxidantes e
citotoxicos (GOSWAMI et al., 2016).

Segundo Pérez-Montafio et al. (2014), a resisténcia sistémica induzida
(RSI) e a resisténcia sistémica adquirida (RSA) fazem parte das respostas de
resisténcia sistémica das plantas, sendo ativadas por certas moléculas de
microrganismos denominados elicitores. Os elicitores sdo as moléculas que
induzem as respostas da RSI, sendo que os polissacarideos da parede celular
sdo os elicitores bidticos mais descritos, juntamente com flagelos, &cido
salicilico, lipopeptideos ciclicos, sideréforos e antibiéticos (SHUHEGGE et al.,
2006; VAN LOON, 2007; RAMOS SOLANO et al., 2008; BERG, 2009).

A inducdo de resisténcia ocorre quando ha um aumento da capacidade
defensiva de uma planta quando essa € corretamente estimulada (VAN LOON;
BAKKER; PIETERSE, 1998). De acordo com Barros et al. (2010), para o
processo ser desencadeado € necessario que um sinal externo (elicitor) se ligue
a um possivel receptor na superficie da célula, ativando os mensageiros
secundarios, que amplificam o sinal e regulam a expressdo de genes
especificos, determinando o desenvolvimento de interacbes compativeis
(doenga) ou incompativeis (resisténcia). Bonaldo; Pascholati e Romeiro (2005)
afirma que a indugéo de resisténcia pode ocorrer devido a infecg¢ao localizada ou
também, por tratamentos com componentes ou produtos microbianos ou ainda,
através de compostos organicos ou inorganicos.

A resisténcia sistémica induzida (RSI) é um processo no qual
microrganismos ndo-patogénicos, incluindo RPCP, aliviam os efeitos deletérios

dos patogenos de plantas ativando mecanismo de resisténcia nas plantas (VAN
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LOON; BAKKER; PIETERSE, 1998). A RSI ndo tem como alvo patdégenos
especificos, mas sim estimula a planta contra uma variedade de patdégenos
diferentes, e ndo é expressada apenas no local da infeccdo. O pré-tratamento
com uma RPCP apropriada, pode estimular reagcdes mais rapidas e mais fortes
das plantas ao ataque do agente causador da doenca, induzindo assim,
mecanismos de defesa da planta (OLANREWAJU; GLICK; BABALOLA., 2017).
A resposta de defesa depende da sinalizac&o do etileno e do acido jasmonico na
planta (VAN LOON, 2007). Em comparac¢do, a SAR é tipicamente ativada por
bactérias patogénicas e a molécula que desempenha um papel-chave é o 4cido
salicilico (PEREZ-MONTANO et al., 2014).

No entanto, uma RPCP especifica pode afetar o crescimento e

desenvolvimento das plantas usando qualguer um ou mais desses mecanismos
(BENEDUZI; AMBROSINI; PASSAGLIA, 2012). As rizobactérias séo
consideradas promissoras, pois, estudos destinados a compreender o modo
como atuam positivamente na planta tém apresentado bons resultados (TENG
et al., 2015; ZHAU et al., 2015; LOPEZ-GOMEZ et al., 2016; SYRANIDOU et al.,
2016).
De acordo com Pérez-Montafio et al. (2014), uma vez que os candidatos a RPCP
mostraram desempenho favoravel sob condicBes controladas, estes, foram
entdo usados como inoculantes para plantas cultivadas sob condi¢cbes naturais
em vasos e/ou ensaios de campo. A aplicacdo de RPCP em leguminosas tem
sido restrita principalmente a manipulacdo de rizobios para estudos de aumento
do crescimento e desenvolvimento de leguminosas, especificamente por meio
de nodulacgéo e fixacdo de nitrogénio. A principal razdo para isso, € que uma
ampla variedade de espécies de rizébios do solo que podem estabelecer
simbiose com leguminosas (COOPER, 2008).

Os inoculantes microbianos incluem trés grupos principais: fungos
micorrizicos arbusculares, RPCP e simbiose de bactérias fixadoras de
nitrogénio. A capacidade benéfica de cada grupo foi estudada separadamente
(VERMA et al., 2010; MURRAY, 2011). Além disso, varios estudos vem sendo
conduzidos para avaliar os efeitos do crescimento das plantas aplicando
diferentes combinag¢des microbianas ou consorcios (SWARNALAKSHMI et al.,
2013).
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Diferentes RPCP’s podem ser administradas em lavouras pois algumas
formulacbes comercialmente ja encontram-se disponiveis (LUCY; REED;
GLICK, 2004) e, recentemente, a popularidade de inoculantes microbianos
aumentou consideravelmente, facilitada por pesquisas extensivas e sisteméaticas
gue aumentaram a efetividade e consisténcia destes microrganismos (BERG,
2009; THAKORE, 2006). No entanto, € importante entender os mecanismos de
promocao do crescimento das plantas para decidir que tipo de microrganismo €
melhor usar com qual planta em uma determinada situacédo (PEREZ-MONTANO
et al., 2014).

2.2.1 Género Bacillus

As bactérias do género Bacillus sdo Gram-positivas, aerébios obrigatérios
ou facultativos, produtoras de enzima catalase, e se desenvolvem em diversas
fontes de carbono, além de formam enddsporos como estrutura de sobrevivéncia
em periodos de estresse ambiental (MADIGAN et al., 2016).

Os micro-organismos deste género s&o onipresentes na natureza, devido
ao fato de serem encontrados em diversos nichos ecolédgicos. Diferentes
espécies foram isoladas de diversos habitats terrestres, marinhos e aquaticos
(SIEFERT et al., 2000; MIRANDA; MARTINS; CLEMENTINO, 2008), tanto em
ambientes de alta quanto em baixa temperatura (LOGAN et al., 2000), como
também no interior de tecidos de diversas culturas, entre elas algodao
(KAMPFER et al., 2015), milho (RIJAVEC et al., 2007) e trigo (LIU et al., 2009).

Apesar de algumas espécies de Bacillus produzirem toxinas prejudiciais
a saude humana e animal, muitas espécies deste género podem ser empregadas
na producao de antibidticos, enzimas e outros metabdlitos que sdo proveitosos
para a industria farmacéutica, de alimentos e agricola (YOU et al.; 2013).

Este género é considerado uma das principais rizobactérias promotoras
de crescimento de plantas (RPCP), sendo capazes de estimular o crescimento
vegetal de forma direta ou indiretamente (GALDIANO JUNIOR, 2009). Dentre as
RPCP’s, estirpes do género Bacillus sdo mais estudados na agricultura por
promover crescimento e apresentar potencial para atuar como agente de
controle biologico de doengas e pragas, bem como estimular mecanismos

capazes de aumentar a resisténcia de plantas a diversos estresses ambientais
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como seca, metais pesados e escassez nutricional do solo (CLEMENTE et al.,
2016).

As rizobactérias promovem beneficios na emergéncia e promocao de
crescimento das plantas, pois sdo responsaveis pelo aumento da fixacdo de
nitrogénio, solubilizagdo de nutrientes, melhoria das condigbes do solo
(SCHISLER et al., 2004), sao efetivas no uso contra fungos fitopatogénicos
(ARAUJO et al., 2005), produzem horménios vegetais como a giberelina (HOLL
et al., 1988); citocinas (GRAY; SMITH, 2005), acido indolacético (MOHITE, 2013)
e acidos latico e succinico (YOSHIKAWA et al.,1993). De acordo com estudos
realizados por Araudjo e Hungria (1999), Bacillus subtilis (AP-3) ou seus
metabdlitos proporcionaram aumento no rendimento e incremento na nodulacao
de soja.

O controle biolégico de doencas de plantas surge como alternativa para o
manejo de fitopatégenos (MORANDI; BETTIOL, 2009), envolvendo a reducéo da
densidade populacional do patdgeno, a protecdo biolégica da superficie de
plantas e o controle dentro da planta (SILVEIRA, 2001). Os Bacillus spp. séo
amplamente empregado como um importante agente de controle de doengas
fungicas (QIAO et al. 2013), podendo atuar por diferentes mecanismos de acéo,
tais como antibiose, parasitismo, competicdo ou inducdo de resisténcia
(ROMEIRO, 2007; KUMAR et al., 2012; Jl et al., 2013). Araujo et al. (2005) afirma
que o antagonismo esta relacionado a producao de antibiéticos com potencial
antifngico como a iturina em B. subtillis.

Bactérias dos géneros Bacillus destacam-se, pois conferem as plantas
habilidade de ativar genes envolvidos na sintese de compostos associados a
formacao de barreiras fisicas como formacao de papilas, lignificacéo e tilose, ou
bioquimicos, como o acumulo de fitoalexinas e de proteinas relacionadas a
patogénese (como b-1,3 glucanase e quitinase degradadoras da parede celular
de fungos) (PASCHOLATI; LEITE, 1995), ou de mecanismos quimicos de
defesa, a partir da producdo de diversas proteinas que estdo envolvidas no
processo de inducao de resisténcia, como fitoalexinas e compostos fendlicos. Os
compostos fendlicos comuns na resisténcia contra os patbgenos podem ser
produzidos em plantas saudaveis e também em plantas doentes, mas sua

concentracdo aumenta quando ocorre a infeccdo provocada pelo patdogeno
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(EBEL,1986), sendo encontrados em todas as plantas e consistem de fendis
simples, acido benzoico, cinamico, cumarinas, taninos, ligninas, lignanos e
flavonoides (KHODDAMI; WILKES; ROBERTS, 2013).

Diversos microrganismos podem induzir a formagao de sinais no vegetal,
ocasionando respostas de protecdo contra um vasto niumero de fitopatbgenos
(SOBRINHO; PEREIRA; CAVALCANTI, 2005). Ongena et al. (2007)
constataram a eficacia do uso de moléculas produzidas por Bacillus subtilis, onde
estas moléculas podem agir como eliciadoras para ocasionar a inducao de
resisténcia, possibilitando a agdo sistémica de protecdo contra o ataque de
patdogenos. Em estudos de biocontrole in vitro e in vivo contra patdgenos
causadores de doencas, SANGIOGO et al. (2014), relataram que em ensaios
com folhas destacadas de canola, procedentes de sementes tratadas com
bactérias dos géneros Pseudomonas e Bacillus, houve a reducdo de 100% do
crescimento micelial de S. sclerotiorum.

O uso de B. subtilis resultou no controle de Fusarium oxysporum na
cultura do grao-de-bico em condi¢des in vivo (MORADI et al., 2012). Maketon;
Apisitsantikul e Siriraweekul (2008), avaliaram a eficiéncia de B. subtilis e
Trichoderma  harsianum  contra  Ralstonia  solanacearum,  Pythium
aphanidermatum e Cercospora nicotiana na cultura do fumo e os
microrganismos revelaram ser eficazes para o controle desses patdgenos.
Diante dos fatos explorados, a utilizacdo de espécies de Bacillus como
promotores de crescimento vegetal em plantas e agente de controle biolégico
para diversas culturas agricolas, vem mostrando ser um método atrativo,
eficiente e que causa menor dano ao meio ambiente em comparac¢ao ao uso de
defensivos e fertilizantes quimicos, tornando a utilizacdo de bioagentes uma

pratica sustentavel no ambito econémico e ambiental (SHAFI; TIAN; JI, 2017).
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CAPITULO 1 — SELECAO DE Bacillus spp. PARA O CONTROLE
BIOLOGICO DE DOENCAS E PROMOCAO DO CRESCIMENTO DE SOJA

RESUMO

Objetivou-se, com este estudo, avaliar in vitro e in vivo o potencial de bactérias
do género Bacillus spp. no controle de doencas, producédo de compostos
relacionados a defesa de plantas e in vivo a capacidade de promocao de
crescimento de plantas de soja nas cultivares Potencia RR e M6210 IPRO. Para
tanto, foram realizados testes de PCR utilizando os iniciadores especificos:
ITUD, BACAB, MRSA e SFP que detectam genes biosintetizantes de
substancias antimicrobianas especificos para Bacillus spp. Nos testes de
antibiose in vitro, os isolados foram submetidos a confrontamento direto com os
fungos Sclerotinia sclerotiorum, Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani e
Colletotrichum truncatum. Foi avaliado também a capacidade das bactérias em
promover crescimento de plantas de soja nas cultivares Potencia RR e M6210
IPRO. No ensaio de biocontrole in vivo, sementes da cultivar Potencia RR foram
microbiolizadas com suspensdes dos isolados bacterianos com concentracdes
ajustadas para 10° UFC/mL?'. O tratamento controle foi caracterizado por
sementes microbiolizadas apenas em solu¢éo salina. A inoculacdo do fungo S.
sclerotiorum ocorreu quando as plantas alcancaram o estagio V4 através da
técnica das ponteiras. As avaliacOes da severidade da doenca foram realizadas
no periodo de 3, 5, 7, 9 e 11 dias ap0s a inoculacgéo, utilizando a escala de notas.
Os genes ITUD e BACAB foram detectados em 25% e 53% dos isolados,
respectivamente, no entanto ndo foram obtidos produtos de amplificagdo para
0s outros iniciadores testados. Os isolados de B. cereus (VBE19 e VBES7) se
destacaram por apresentar capacidade para biocontrole in vitro para os quatro
patogenos testados. Os isolados VBNO2 e VBEO1 apresentaram potencial para
promocao de crescimento de plantas de soja para as duas cultivares avaliadas,
além do isolado VBES57 ter influenciado positivamente em mais de uma variavel
avaliada na cultivar M6210 IPRO, sugerindo ser promissor quanto sua aplicacédo
como inoculante na cultura da soja. Dos oito isolados avaliados no ensaio de
biocontrole in vivo, apenas VBEO5 e VBEO1 destacaram-se por proporcionar
reducdo de 39,1% e 37,5% da AACPD, respectivamente, além atuarem
positivamente desde a primeira avaliacdo, reduzindo a severidade da doenca.

PALAVRAS-CHAVE: Antagonismo, controle bioldgico, inducéo de resisténcia,
microbiolizag&o, Sclerotinia sclerotiorum.
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SELECTION OF BACILLUS SPP. ISOLATES FOR THE BIOLOGICAL
CONTROL OF DISEASES AND FOR THE GROWTH PROMOTION OF
SOYBEAN

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate in vitro and in vivo the potential of
Bacillus spp. disease control, glass production related to plant defense and in
vivo the growth capacity of soybean plants in Potencia RR and M6210 IPRO
cultivars. In order to do so, there were conducted PCR tests using the specific
initiators: ITUD, BACAB, MRSA, and SFP, which detect biosynthesizing genes of
antimicrobial substances specific for the Bacillus spp. In the in vitro antibiosis
tests, the isolates were submitted to direct confrontation with the fungi Sclerotinia
sclerotiorum, Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani, and Colletotrichum
truncatum. Also, it was evaluated the bacteria’s capacity of promoting growth of
soybean plants in the cultivars Potencia RR and M6210 IPRO.
In the in vivo biocontrol assay, seeds of the cultivar Potencia RR were
microbiolized with suspensions of the bacterial isolates with concentrations
adjusted to 10° UFC/mL™. The inoculation of the pathogen occurred when the
plants reached the V4 stage through the tips technique, where a cut was
performed at 2.5 cm in the fourth trifolium petiole and a disposable tip was
inserted with a fungal mycelium disc with 36 hours growth. The assessments of
the severity of the disease were carried out in the period of 3, 5, 7, 9 and 11 days
after inoculation, using the scale of notes. The genes ITUD and BACAB were
detected in 25% and 53% of the isolates, respectively. However, there was no
attainment of amplifying products for the other tested initiators. In the present
study, the isolates of Bacillus (VBE19 and VBE57) stood out due to its capacity
for the biocontrol in vitro for the four pathogens tested, and for the promotion of
growth stood out the isolates VBNO2 and VBEO1 for the two cultivars evaluated,
as well as the isolate VBE57 for the cultivar M6210 IPRO, due to its positive
influence in the majority of the studied variables, suggesting as promising to the
application as inoculant in the soybean culture. Of the eight isolates evaluated in
the in vivo biocontrol assay, only VBEO5 and VBEO1 stood out for providing a
reduction of 39.1% and 37.5% of the AACPD, respectively, besides acting
positively from the first evaluation, reducing disease severity.

KEY WORDS: Antagonism; biological control; microbiolization; resistance
induction; Sclerotinia sclerotiorum.
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1. INTRODUCAO

As doencas sao um dos principais fatores que limitam a alta produtividade
da soja, apesar da posicao brasileira como um dos maiores produtores dessa
cultura, sendo ja identificadas no Brasil em torno de 40 doencas causadas por
fungos, bactérias, nematoides e virus (YORINORI et al., 2005).

Entre as principais doencas fungicas que atacam a parte aérea da soja
estdo: o mofo branco cujo agente causador € Sclerotinia sclerotiorum (LI et al.,
2010), a antracnose causada por Colletotrichum truncatum (MANANDHAR;
HARTMAN, 2008), e a mela ou requeima da soja causado por Rhizoctonia solani
(GOULART, 2002) e a podridao do carvao, causada pelo fungo Macrophomina
phaseolina que esta entre as doencas mais importantes que afetam o sistema
radicular (SMML, 2015).

O controle destes patdgenos é dificil, uma vez que todos eles possuem
estruturas de resisténcia e/ou produzem substancias protetoras aos esporos, por
este motivo o método de controle biolégico pelo uso de bactérias apresenta-se
como uma possibilidade de reducédo destes fitopatdgenos, além de minimizar os
efeitos negativos causados pelo uso dos defensivos agricolas no ambiente e nos
alimentos (THAKKAR; SARAF, 2015).

As rizobactérias promotoras de crescimento de vegetal (RPCV) séo
bactérias benéficas as plantas, capazes de promover o biocontrole, induzir o
crescimento vegetal e aumentar a produtividade (ROMEIRO, 2007). O controle
bioldgico realizado pelas RPCV pode ocorrer por mecanismos de acado como
antibiose, competicdo por espaco e nutrientes, parasitismo, além da inducao de
resisténcia (KUMAR et al., 2012).

Diversos géneros bacterianos sao considerados RPCV, entre os géneros
mais estudados destacam-se: Bacillus, Pseudomonas, Azospirillum e
Azotobacter (ARAUJO, 2008), no entanto o género Bacillus é um dos mais
pesquisado, devido a capacidade deste em induzir resisténcia e antagonismo
direto pela producéo de compostos antimicrobianos (LATHA et al., 2011; WU et
al., 2014), producao de acido indol-acético e sider6foros (WANI et al., 2007).
Este género apresenta habilidade para uso como inoculante, pela capacidade de

formacao de enddsporos que possibilita sobrevivéncia a seca, além da facilidade



00 N o u A~ W N

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32

28

de manipulagédo (FREITAS; AGUILAR-VILDOSO, 2004; LANNA FILHO et al.,
2010).

Desta forma, objetivou-se, com este estudo, avaliar in vitro e in vivo o
potencial de bactérias do género Bacillus spp. no controle de doencas, producéo
de compostos relacionados a defesa de plantas e in vivo a capacidade de
promocdo de crescimento de plantas de soja nas cultivares Potencia RR e
M6210 IPRO.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Isolados bacterianos

Foram utilizadas 32 cepas de bactérias do género Bacillus spp.
pertencentes a colecdo do Laboratdrio de Microbiologia da Universidade Federal
de Mato Grosso do Sul, Campus Pantanal/Brasil.

2.2 Deteccao dos genes codificadores de substancias antimicrobianas

O DNA dos isolados foi extraido seguindo protocolo de extracdo de
Wizard® Genomic DNA Purification Kit. Ap6s a extragdo o mesmo foi
guantificado em espectrofotdbmetro a 260 nm.

A deteccéo de genes biosintetizantes de substancias antimicrobianas foi
realizada pela técnica de PCR (Reacao em Cadeia da Polimerase) utilizando os
iniciadores especificos: ITUD [5-TTG-AAY-GTC-AGY-GCS-CCT-TT-3’ e 5'-
TGC-GMA-AAT-AAT-GGS-GTC-GT-3’] para detectar simultaneamente os
genes bamD, ituD e fenF, pertencentes a regido gendmica conservada que
codifica malonil-CoA transacilase envolvida na biossintese de bacillomicina-D,
iturina e micosubilitina, respectivamente. E também os iniciadores BACAB [5'-
CTT-CTC-CAA-GGG-GTG-AAC-AG-3 e 5-TGT-AGG-TTT-CAC-CGG-CTT-TC-
3], MRSA [5"-GGG-TAT-ATG-CGG-TAT-AAA-CTT-ATG-3’ e 5'-GTT-TCC-CCA-
ATG-ATT-TAC-CCT-C-3’] e SFP [5-ATG-AAG-ATT-TAC-GGA-ATT-TA-3’ e 5'-
TTA-TAA-AAG-CTC-TTC-GTA-CG-3’'] foram utilizados para amplificar as
regides gendmicas especificas, identificadas como genes bacAB, mrsA e sfP,

gue expressam bacilisina, mersacidina e surfactina, respectivamente (Chung et
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al., 2008). Os pares de iniciadores ITUD, BACAB, MRSA e SFP tem produtos de
amplificacdo com 482 pb, 815 pb, 597 pb e 675 pb, respectivamente.

Para as reacdes de PCR utilizou-se 30 ng de DNA, 1,6 pM de cada
iniciador, 2,5 yL de tampao 10X, 0,5 yL de dNTP a 0,2 mM, 1,5 U de Tag DNA
Polimerase Invitrogen, 3,0 mM de MgCI2 e 9,2 uL de agua ultrapura, para
completar o volume final de 25 pL.

A amplificacéo foi realizada em termociclador Viriti 96-Well Thermal Cycler
seguindo o protocolo proposto por Chung et al. (2008), com modificacdes. As
etapas da reacao foram desnaturacédo a 95 °C por 1 minuto e mais 40 ciclos
compostos de 95 °C por 30 segundos; temperatura de anelamento dos
oligonucleotideos iniciadores de 55° C ajustada para 58 °C por 45 segundos; e
72 °C por 45 segundos, para extensdo. Finalizados os ciclos, uma extenséo final
a 72 °C, por 5 minutos.

Todos os produtos de PCR foram corados com 5 uL de tampéao de
amostra 1X contendo azul de bromofenol + SYBR® Green e submetidos a
eletroforese a 50 V, utilizando-se gel de agarose a 1,5% em tampéao TBE (Tris,
acido bérico e EDTA) e para observacao do tamanho do produto amplificado foi
usado o marcador Invitrogen 1 Kb Plus Ladder. Apos eletroforese todo material
foi visualizado em transluminador LCD Invitrogen Safe Imager TM 2.0.

Os isolados que apresentaram amplificacbes gendmicas para os pares de

iniciadores foram utilizados no ensaio subsequente.

2.3 Antibiose

A atividade antagonista dos isolados foi testada contra os fungos
patogénicos Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani, Colletotrichum
truncatum e Macrophomina phaseolina pertencentes a cole¢cdo do Laboratorio
de Fitopatologia da Universidade Anhanguera Uniderp, utilizando a técnica de
cultura pareada.

As bactérias foram crescidas em meio de cultura TSA (Trypticase soy
agar) por 24 horas, posterirormente as mesmas foram repicadas para placas
contendo meio BDA (Batata-dextrose-agar) para pareamento com disco de

micélio (5,0 mm) do fungo. Placas contendo apenas o disco micelial dos fungos
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fitopatogénicos foram utilizadas como testemunhas. Em seguida, as placas
foram armazenadas em BOD a 22 °C com fotoperiodo de 12 horas de luz.

O delineamento foi inteiramente casualizado com trés repeticbes e uma
testemunha para cada isolado bacteriano.

Foram realizadas avalia¢des diarias do crescimento micelial, até que as
testemunhas cobrissem toda a superficie das placas. As avaliacdes das placas
foram qualitativas (presenca de halos de inibicdo do crescimento dos fungos
fitopatogénicos) e quantitativas (crescimento micelial), sendo as medic¢des feitas
com paquimetro digital.

2.4 Compatibilidade de Bacillus com Bradyrhizobium japonicum

Em duas placas de Petri contendo meio de cultura YMA (10 g de manitol,
0,5 g K2POg4, 0,2 g de MgS0O47H20, 0,1 g de NaCl, 0,5 g de extrato de levedura
e 1000 mL de agua destilada) foi repicada a bactéria do inoculante liquido
pertence a espécie Bradyrhizobium japonicum, posteriormente, estas placas
foram mantidas em camara incubadora a 28 °C por 48 horas.

Em seguida, os Bacillus separadamente foram confrontados com a
bactéria do inoculante, sendo usado duas repeticdes para cada Bacillus testado.

Apods 24 horas, foi avaliado o crescimento de ambos 0s micro-organismos.

2.5 Promocao de crescimento vegetal

Sementes de soja das cultivares Potencia RR e M6210 IPRO foram
microbiolizadas com suspensdo dos isolados bacterianos, sendo as
concentracdes dos mesmos ajustadas a 1,5 x 10° UFC/mL™1.

A microbiolizag&o consistiu em embeber as sementes por 30 minutos em
suspensao de 0,3 yL de cada isolado separadamente para os tratamentos
contendo somente os isolados de Bacillus cereus e 0,5 uL do inoculante de
formulacgéo liquida comercial Fertbio Soja® contendo as estirpes Semia 7079 e
Semia 5080 (B. japonicum) com serconcentracdo bacteriana de 5,0 x 10°
UFC/mL1. A testemunha consistiu de tratamento somente com rizébio, além de
testemunhas sem inoculante tratadas apenas com solucao salina (NaCl 0,85%).

Nos tratamentos co-inoculados, as sementes foram microbiolizadas com
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suspensdes de 0,5 pyL de inoculante comercial e acréscimo de 0,3 uL de cada
isolado bacteriano.

Em seguida, cinco sementes foram semeadas em vasos de 5,0 L
contendo solo Neossolo Quartzarenico Ortico previamente adubado. A
adubacao corretiva foi feita com base na interpretacdo do resultado da anélise
quimica do solo, distribuindo-se 0,4 g/vaso de ureia para testemunha padréao e
testemunha com inoculante. Nos demais tratamentos, foram aplicados 0,4
g/vaso KCl e 0,8 g/vaso de fertilizante fosfatado.

Os tratamentos estudados no ensaio de inoculagdao foram: T1
(testemunha padrédo sem inoculante), T2 (VBE19), T3 (VBEO03), T4 (VBNO02), T5
(VBEO5), T6 (VBE57), T7 (VBEO1l), T8 (VBE17), T9 (testemunha com
inoculante), T10 (inoculante + VBE19), T11 (inoculante + VBEO03), T12
(inoculante + VBNO02), T13 (inoculante + VBEO5), T14 (inoculante + VBES57), T15
(inoculante + VBEO1) E T16 (inoculante + VBE17).

O delineamento foi inteiramente casualizado com cinco repeticdes, sendo
as médias submetidas a analise de variancia e comparadas pelo Teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade.

Durante 15 dias ap6s a semeadura (DAS), foi avaliado o indice de
velocidade de emergéncia (IVE) e posteriormente realizado o desbaste,
deixando apenas duas plantas por vaso. Em 40 DAS, foram avaliados altura de
plantas (cm plantas?), comprimento de raizes (cm plantas™®) e nimero de
nodulos, apés as mesmas foram acondicionadas em sacos de papel e pesadas
para determinacdo da matéria fresca (g plantas™); em seguida, levadas para
estufa de ventilagdo de ar para secagem e obtencdo da massa seca da raiz e

parte aérea (g plantas).

2.6 Ensaio de biocontrole via microbiolizagcdo em casa de vegetacao

Os isolados de Bacillus spp. foram previamente cultivados em meio TSA
por 24 horas a 28°C. ApOs esse periodo, foram preparadas suspensfes com
solucédo salina (NaCl 0,85%) para cada um dos isolados em concentracdes
ajustadas para 10° UFC/mL™1. Posteriormente, sementes de soja cv. Potencia RR

foram imersas em solugéo salina contendo cada isolado de Bacillus spp. e
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submetidas a agitacdo por 30 minutos. O tratamento controle foi caracterizado
por sementes microbiolizadas apenas em solucéo salina.

Apoés a microbiolizacao, cinco sementes foram semeadas em vasos com
capacidade de 5,0 L, contendo solo adubado conforme necessidade observada
em andlise quimica do solo. Apds a emergéncia das plantas foi realizado o
desbaste, deixando apenas uma planta por vaso.

Os tratamentos consistiram em: T1 (Testemunha), T2 (VBE23), T3 (VBE19), T4
(VBEO5), T5 (VBEO1), T6 (VBE57), T7 (VBEO3), T8 (VBE17), T9 (VBNO2).

A inoculacdo de S. sclerotiorum foi realizado quando as plantas
alcancaram o estadio V4. Para tanto, foi realizado um corte a 2,5 cm de distancia
no peciolo do quarto trifélio. Utilizou-se ponteiras descartaveis de 1000 uL
cortadas em formato de cone para realizar a transferéncia do in6culo e manter a
umidade. Cada ponteira cortada continha na sua extremidade um disco de
micélio do fungo com 36 horas de crescimento.

Estas ponteiras foram introduzidas nos segmentos de peciolo restantes
de modo a promover o contato direto do micélio com a planta, bem como
proteger o peciolo além de manter a umidade no ponto de contato (PETZOLDT;
DICKSON, 1996).

As avaliacdes da severidade da doenca foram realizadas no periodo de
3,5, 7,9 e 11 dias ap6s a inoculacdo (DAI), utilizando a escala de notas de
Petzoldt e Dikson (1996) adaptada por Teran et al. (2006) (Tabela 1).

Tabela 1: Escala descritiva de notas para avaliacdo de mofo branco, baseada
na proporcao de infeccdo na planta.
Nota Severidade

1 Plantas sem sintomas;
Invasao do fungo além do sitio de inoculacao;
Invasao do fungo préximo ao primeiro no;
Invaséo do fungo até o primeiro no;
Invasao do fungo além do primeiro no;
Invaséo do fungo préximo ao segundo né
Invasao do fungo até o segundo no;
Invasao do fungo além do segundo no;
9 Morte da planta.

0O ~NO O WN

Fonte: Petzoldt e Dikson (1996) adaptada por Teran et al. (2006).
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A média dos valores de severidade de cada tratamento foram utilizadas
para o calculo da area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD)
(CAMPBELL; MADDEN, 1990). AACPD foi calculada através da formula:

AACPD = Z[(li + li+1)/2.(Ti+1-Ti)]

Onde: li = incidéncia na época da avaliacdo e Ti = tempo da avaliacéo i.

O delineamento foi inteiramente casualizado com cinco repeti¢cdes, sendo
as meédias submetidas a analise de variancia e comparadas pelo Teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

2.7 Andlise Fitoquimica

Amostras de folhas de cada tratamento do ensaio de biocontrole via
microbiolizacdo em casa de vegetacdo foram coletadas e trituradas para
realizacdo da analise fitoquimica. o material triturado foi utilizado para obtencéo
do extrato etandlico a 14% (14g por 100mL de etanol 99,5%) que ficaram em
repouso por um periodo de 24 horas. Posteriormente, as amostras foram
filtradas, obtendo-se o extrato etandlico para realizacdo da analise fitoquimica,
de acordo com a metodologia descrita por MATOS (2009).

Os extratos foram avaliados por meio de uma sequéncia de reacdes
qualitativas para: compostos fendlicos (reacdo de precipitacdo com cloreto
férrico), flavonoides (reacao de cianidina e acido sulftrico), taninos (reagdo com
sais de ferro, precipitacédo de proteinas), teste de acidulacéo e alcalinizacdo para
deteccdo de antocianinas e catequinas, teste de fluorescéncia sob luz UV para
cumarinas, triterpenos e esterdides (reacdo de Liebermann-Burchard),
glicosideos cardioténicos (teste de Baljet e de Kedde), teste de espuma para 0s
acucares redutores (reacao de Benedict) (MATOS, 2009).

As avaliagfes foram realizadas visualmente seguindo protocolo com trés
repeticdes, e os resultados foram confrontados com a testemunha (em branco)
e também entre si para observacdo de alguma possivel modificacdo da cor e
precipitacdo com os extratos etandlicos originais. A existéncia da classe a qual
pertence o metabalito secundario foi marcada como positivo (+) e a inexisténcia
de cor e/ ou precipitagcdo como negativo (-). As intensidades de cor foram
denominadas como negativa (- = 0%), baixa (+ = 50%), moderada (++ = 75%) e
alta (+++ = 100%) (FONTOURA et al., 2015).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos quatro pares de iniciadores utilizados para amplificacdo dos genes

=

codificadores de substancias antimicrobianas, apenas dois foram observados
nos isolados utilizados nesse estudo. Para o par de iniciadores ITUD, foi
observado produto de amplificagcdo do tamanho esperado em 25% dos isolados
(Tabela 2).

N o o WN

Tabela 2. Deteccao de compostos antimicrobianos, utilizando iniciadores ITUD,
BACAB, MRSA e SFP para os genes que codificam bambD, ituD, fenF, bacAB,
mrsA e sfP. CPAN/UFMS, Corumba — MS, 2017.

Isolados Género Inicadores
ITUD BACAB MRSA SFP
VBNO6 Bacillus cereus - - - -
VBNO3 Bacillus cereus - - - -
VBE11 Bacillus cereus - - - -
VBES54 Lysinibacillus sphaericus - - - -
MRNO9 Bacillus cereus - - - -
LRPO7 Bacillus cereus - - - -
MRNO3 Bacillus cereus - + - -
LRPO4 Bacillus cereus - - - -
MRP17 Bacillus cereus - - - -
LRPOS8 Bacillus cereus - - - -
LRNO4 Bacillus cereus - - - -
VBNO4 Bacillus cereus - - - -
VBE12 Bacillus cereus - - - -
VBNO5 Bacillus cereus - + - -
VBE23 Bacillus cereus + + - -
VBE19 Bacillus cereus + + - -
VBEO3 Bacillus cereus + + - -
VBN11 Bacillus cereus - + - -
VBNO2 Bacillus cereus + + - -
VBEOS5 Bacillus cereus + + - -
VBE57 Bacillus cereus + + - -
VBEO6 Bacillus cereus - - - -
VBEO1 Bacillus cereus + + - -
VBEO8 Bacillus cereus - - - -
VBNO1 Bacillus subtilis - + - -
VBEO2 Bacillus cereus - + - -
VBN13 Bacillus cereus - - - -
VBEZ22 Bacillus cereus - + - -
VBE21 Alcaligenes faecalis - + - -
VBE29 Bacillus cereus - + - -
VBE16 Bacillus cereus - - - -
VBE17 Bacillus cereus + + - -
VBE41 Bacillus cereus - + - -

(+) = Presenca do gene antimicrobiano através da visualizacdo do produto de amplificacdo
usando os iniciadores ITUD, BACAB, MRSA e SFP, (-) Auséncia do gene antimicrobiano através
8 da visualizacdo do produto de amplificagcdo usando os iniciadores ITUD, BACAB, MRSA e SFP.
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JA os pares de iniciadores BACAB quando submetidos a mesma
concentracdo ajustada para ITUD comprovaram que 53% dos isolados
bacterianos apresentaram o gene bacAB (Tabela 2).

Os genes utilizados foram previamente descritos em Bacillus sp. (STEIN,
2005). Estudos realizados por Carrer Filho et al. (2015), apresentam produtos de
amplificacdo de tamanho esperado, obtidos com os oligonucleotideos iniciadores
ITUD e BACAB, nédo detectando amplificacdes dos iniciadores SFP e MRSA.

De acordo com Li et al. (2012), a auséncia de genes-alvo envolvidos na
biossintese de mersacidina e surfactina ocorre provavelmente devido a possiveis
substituicbes e/ou insercdes de bases no gene sfP, reportado para alguns
isolados de Bacillus sp. produtores parciais dessas substancias.

Stankovi¢ e colaboradores (2012), trabalhando com 205 bactérias do
género Bacillus observaram que 81% apresentaram o0 gene necessario para a
sintese de bacillomicina D, 54% foram positivos para a surfactina, 38% para
iturina e 25% para fengicina. O estudo também constatou que a maior parte dos
isolados testados foram capazes de produzir mais de um dos lipopeptideos
pesquisados.

Analisando a Figura 1, observa-se que os isolados VBE19 e VBE57
destacaram-se por inibir o crescimento micelial dos quatro patégenos utilizados,
proporcionando reducdes de 16,15% em M. phaseolina (Figura 1b) e 31,9% em
S. sclerotiorum (Figura 1a), respectivamente.

Embora néo tenha sido verificada diferenca estatistica significativa nos
testes de antagonismo com culturas pareadas, todos isolados bacterianos
apresentaram potencial inibitério para algum dos fungos fitopatogénicos
avaliados.

A bactéria VBEO5 apresentou reducédo de 14,1% do crescimento de R.
solani quando comparado com a testemunha (Figura 1c). Na figura 1d, observa-
se que dos quatro isolados capazes de produzir substancias com potencial
inibitorio para C. truncatum novamente, VBE57 mostrou-se eficiente, inibindo o
crescimento do fungo proporcionando nivel de reducao de 12% em relacédo a

testemunha.
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Durante os primeiros dois dias de avaliagdo, VBE23 possibilitou controle
de M. phaseolina e R. solani, atrasando seu desenvolvimento, porém no ultimo

dia de avaliacéo, o fungo desenvolveu-se.

Sclerotinia sclerotiorunt (a) Macrophomina phaseolina (b)
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Figura 1: Antibiose por confrontamento direto dos isolados de Bacillus spp. e os
fungos fitopatogénico.

Os ensaios de antibiose in vitro sdo indispensaveis no processo de
selecéo de isolados para biocontrole, pois possibilitam conhecer a competéncia
e a variabilidade dos isolados quando submetidos ao confrontamento com
patégenos. Os resultados deste trabalho, estdo em concordancia com os obtidos
por Chung e colaboradores (2008) e Ayed et al. (2014), sobre a existéncia de
substancias antibidticas e antifingicas produzidas por espécies de Bacillus
contra fungos. No entanto, Sun et al. (2017) e Rahman et al. (2016) obtiveram
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taxa de biocontrole de S. sclerotiorum superior a 80% com cepas de B. subtilis
(LHS11 e FX2) e B. amyloliquefaciens, respectivamente.

Quanto a avaliacdo de compatibilidade, apenas o isolado VBE23 nao foi
utilizado neste ensaio, pois mostrou-se menos efetivo no ensaio de antibiose. Os
demais isolados bacterianos testados néo interferiram no crescimento de B.
japonicum. Este resultado indica afinidade entre estes micro-organismos,
podendo os Bacillus cereus e o Bradyrhizobium japonicum serem utilizadas em
ensaios de co-inoculagao.

A avaliacdo da compatibilidade in vitro foi critério utilizado por Mafia et al.
(2007) como forma de selecionar combinacdes de micro-organismos a serem
avaliadas in vivo comprovando ser uma estratégia eficiente, tendo em vista que
todas as combinac¢des aqui testadas, néo tiveram seu crescimento afetado. De
acordo com Hungria et al. (2013), a utilizacdo de apenas um micro-organismo
como bioinoculante em plantas ja apresentam resultados eficientes, porém,
demais estudos comprovam que a co-inoculagdo com mais de um micro-
organismo pode apresentar melhor desenvolvimento vegetal na planta, podendo
assim suprir as necessidades atuais relacionadas a sustentabilidade agricola.

Em relacédo ao ensaio de promocédo do crescimento, observa-se que para
a cultivar Potencia RR nao foram encontradas diferencas significativas entre os
indices de velocidade de emergéncia, nimero de nédulos, massa seca da parte
aérea e comprimento de raizes (Tabela 3). No entanto, observa-se que o
tratamento T13 (inoculante + VBEO5) destacou-se por apresentar maior nimero
de nddulos, ou seja, proporcionou incremento na nodulag¢édo, sugerindo uma
influéncia do Bacillus e do Bradyrhizobium inoculado (Tabela 3).

Os tratamentos T4 (VBES57), T5 (VBEOS), T7 (VBEO1) e T15 (inoculante +
VBEO01) apresentaram médias significativas para altura de plantas, massa fresca
da parte aérea e massa fresca das raizes (Tabela 3). Para o parametro MSR,
T13 (inoculante + VBEQO5) e T15 (inoculante + VBEO1) apresentaram maior
incremento de raiz diferindo estatisticamente dos demais tratamentos (Tabela
3).
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Tabela 3: indice de velocidade de emergéncia (IVE), nimero de nédulos (NN),
massa fresca da parte aérea (MFPA), massa fresca das raizes (MFR), massa
seca da parte aérea (MSPA), massa seca das raizes (MSR), altura de planta
(ALT) e comprimento das raizes (CR) das cultivares de soja Potencia RR e
M6210 IPRO, oriundas de sementes microbiolizadas com os isolados de Bacillus
cereus com o inoculante Fertibio®.

POTENCIA RR

TRAT.  TlyEt NNf ALT* MFPA* MSPAT MFR* MSR* CR?
T1 329 1,00 1756a 1,12d 065 3,02c 0,19d 53,50
T2 242 400 1612b 1,780 088 4,180 026c 65,37
T3 336 500 1525b 1,82b 093 4,85a 030c 72,62
T4 261 400 183la 228a 1,10 445a 033b 65,00
5 298 400 17,06a 1,97a 101 492a 037b 70,12
T6 304 1350 1687a 1,99a 099 408b 030c 61,37
T7 336 400 1756a 202a 127 447a 037b 67,00
T8 333 500 1668b 1,780 096 50la 035b 72,62
T9 305 400 17.62a 154c 088 289 021d 5587
T10 261 155 16,62b 1,81lb 1,04 439a 0,30c 65,50
T11 208 150 1812a 171b 110 4,0lb 028c 6262
T12 317 000 1600b 160c 1,09 399 029c 71,25
T13 261 2400 17,06a 1,795 1,11 508a 0/43a 60,00
T14 208 1,00 17.18a 181b 104 4,05b 032c 6112
T15 304 400 1737a 212a 105 526a 04la 70,50
T16 311 185 1693a 142c 102 372b 0,36b 60,88
CV (%) 21,47 89,66 832 17,12 18,43 1851 17,51 19,90

M6210 IPRO

TRAT. IVE* NNT  ALT* MFPA* MSPAT MFR* MSR* CR*
T1 261b 050 1850a 210c 095 262b 0.16b 60,50b
T2 327a 450 1806a 329b 109 351b 023b 8337a
T3 317a 600 1656b 346b 1,19 297b 027b 81,37a
T4 276b 100 17,68a 445a 126 470a 0,36a 88,50a
5 315a 4,50 17,37a 394a 104 457a 0,26b 74,62b
T6 2580 185 17,50a 3.89a 090 3,830 0,22b 84,25a
T7 280b 1350 17,56a 4.04a 095 3,70b 0.24b 69,75b
T8 286b 750 17,25a 354b 143 494a 035a 94,00a
T9 333a 300 1887a 308b 087 376b 022b 67,12b
T10 2530 150 16500 340b 089 447a 032a 77,25b
T11 333a 200 1800a 334b 090 3780 029a 66,87b
T12 354a 650 1587b 314b 108 448a 0,32a 82,25a
T13 354a 21,00 16,12b 354b 104 371b 026b 7281b
T14 2530 250 1625b 362a 125 536a 037a 92,50a
T15 234b 550 1656b 425a 181 424a 034a 89,50a
T16 350a 350 17,68a 3,18 108 48la 036a 6211b
CV (%) 21,18 12459 9,05 11,89 1848 2513 2566 22,74

T= n&o significativo, 1 = Coeficiente de variacéo, *Médias seguidas por letras distintas
na coluna diferem entre si pelo teste Scott- Knott a 5% de probabilidade.

Para a -cultivar M6210

IPRO,

nao foram constatadas diferengas

significativas para niumero de nédulos e massa seca da parte aérea (Tabela 3).

Porém, os tratamentos co-inoculados T12 (inoculante + VBNO2) e T13
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(inoculante + VBEOS) apresentaram maiores indices de velocidade de
emergéncia, diferindo estatisticamente de T1 (testemunha padrdo sem
inoculante) e T9 (testemunha com inoculante). Os tratamentos T4 (VBNO02), T14
(inoculante + VBES7) e T15 (inoculante + VBEO1) promoveram incremento de
massa fresca da parte aérea, massa fresca das raizes, massa seca das raizes
e comprimento de raiz (Tabela 3).

Discordando dos resultados obtidos neste ensaio para a cultivar Potencia
RR, Bassan et al. (2001) em ensaios de tratamento de sementes com inoculante
e sem inoculante, observaram que as sementes tratadas com inoculante tiveram
sua velocidade de emergéncia acelerada. O fato de n&do haver diferencas
significativas em determinada cultivar em relacdo a velocidade de emergéncia
pode estar relacionada com a auséncia de interacdo entre planta e bactéria,
decorrente de caracteristicas genéticas especificas da planta, como producao
de exsudatos radiculares (KUSS et al., 2008).

Embora ndo tenham ocorrido diferencas significativas para numero de
nédulos, observou-se que houveram nodulagdes nos tratamentos com as cepas
de Bacillus ndo inoculado, o que sugere a presenca de rizobio nativo no solo
utilizado e acréscimo quando utilizados na co-inoculacdo. Os efeitos positivos na
nodulacdo podem ser relacionados a producdo de fitormdnios, pectinase ou
sinais moleculares, em Bacillus cereus (HALVERSON; HANDELSMAN, 1991).
A co-inoculagdo pode promover o aumento da nodulagdo, desde que os
compostos produzidos pelas espécies de Bacillus ndo sejam téxicos ao rizébio.
(ARAUJO; HUNGRIA, 1999).

Corraborando com os resultados deste trabalho, Saharan e Nehra (2011)
constatou que espécies de Bacillus contribuem para a melhoria de comprimento
de raizes, enraizamento e teor de matéria seca, enquanto que Moreira e Araudjo
(2013) verificaram que isolados de Bacillus spp. promoveram aumento de 53 a
167% de massa seca da parte aérea de Eucalyptus urograndis, quando
comparado ao controle.

Huang et al. (2015) verificaram que plantas de milho e tomate tiveram seu
crescimento promovido quando inoculados cepas de Bacillus subtilis, B.
atrophaeus e B. pumilus. Ensaios realizados por Pandey et al. (2018), mostram

gque a combinacédo de Bacillus pumilus e B. subtilis em sementes de Amaranthus
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hypochondriacus proporcionou um aumento de 32,2% na matéria seca das
plantas, enquanto a inoculacdo com B. subtilis apresentou apenas um aumento
de 29,53%. As linhagens de Bacillus (B. subtilis, B. cereus e B.
amyloliquefaciens) resultaram em efeitos benéficos no rendimento de tomates
cultivados em casa de vegetacao (ALMAGHRABI et al., 2013).

Em ensaio com B. subtilis conduzidos Araujo (2008) em plantas de soja,
nota-se a média de altura de plantas foram superiores a verificada neste estudo
para as duas cultivares. A discrepancia entre os resultados obtidos neste
parametro, sugere que as plantas sofreram estresse durante o cultivo devido as
condi¢cBes climaticas da regido (elevadas temperaturas) durante as primeiras
semanas apds a semeadura. Os efeitos dessa interferéncia resultaram em
plantas com baixa estatura, além de impulsionar uma floracao precoce. Na fase
inicial do ciclo da cultura, temperaturas estdo inteiramente relacionadas ao
florescimento precoce e o crescimento deficiente das plantas de soja semeadas
em época normal (EMBRAPA SOJA, 2010).

Na avaliagéo de biocontrole do mofo branco “in vivo” observou-se que na
maioria das varidveis avaliadas houve diferencas estatisticas, ndo sendo
constatadas para a severidade da doenca na avaliagdo que ocorreu aos sete

dias ap0s a inoculacao (Tabela 4).

Tabela 4: Severidade do mofo branco aos 3, 5, 7, 9 e 11 dias apés a inoculacdo e area
abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) em plantas de soja cultivar Potencia
RR em casa de vegetagdo, oriundas de sementes anteriormente microbiolizadas com
diferentes bactérias pertencentes ao género Bacillus spp.
Severidade da doenca
Tratamentos 3 dias* 5 dias* 7 dias’ 9dias* 11dias* AACPD*

Controle 3,40 b 3,60 b 3,80 4,10b 4,80b 31,20 b
VBE23 230 a 2,90 ab 2,90 3,00ab 3,20ab 23,50 ab
VBE19 2,50 ab 2,50 ab 2,60 260a 2,60a 20,50 a
VBEO5 1,90 a 2,20 a 2,50 250a 2,50a 19,00 a
VBEO1 1,90 a 2,10 a 2,60 2,70ab 2,80 a 19,50 a
VBES57 2,20a 2,80 ab 3,00 3,10ab 3,40ab 23.40ab
VBEO3 2,00 a 2,60 ab 2,90 3,00ab 3,10ab 22.10ab
VBE17 2,00 a 2,50 ab 2,70 2,70ab 3,00ab 20.80a
VBNO2 2,40 ab 2,60 ab 2,80 3,50ab 4,00ab 24,2 ab
CV (%)* 22,32 22,72 21,67 23,74 29,09 21,24

T= nao significativo, + = Coeficiente de variagcdo, *Médias seguidas por letras distintas na coluna
diferem entre si pelo Teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

A severidade, ao longo dos onze dias de avaliagbes mostrou-se crescente

em algumas plantas, no entanto, sete dias apds a inoculagdo a severidade
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permaneceu estagnada até a ultima avaliacdo nos tratamentos com os isolados
VBE19 e VBEO5. Os tratamentos com os isolados VBE23 e VBEL7
apresentaram paralizacdo parcial entre cinco e sete dias apos a inoculacéo,
respectivamente, porém o fungo retomou seu desenvolvimento (Tabela 4).

Considerando cada tratamento individualmente, destacou-se os isolados
VBEO5 e VBEO1l, que reduziram a severidade do mofo branco
consideravelmente, proporcionando ao final do periodo avaliado, reducdes de
39,1% e 37,5% da AACPD, respectivamente (Tabela 4). Assim como observado
para cada data de avaliacdo da severidade, individualmente, novamente estes
isolados mostraram-se efetivos, proporcionando menores indices de severidade
desde a primeira avaliacdo (Tabela 4).

Durante as avaliagfes diarias VBE17 mostrou bom desempenho apenas
na primeira avaliagédo (3 DAI), ndo diferindo do tratamento controle nas demais
dias avaliados. No entanto, estes resultados nao interferiram no progresso da
area abaixo da curva de progresso da doenca, diferenciando significativamente
do controle. De acordo com Ludwing e Moura (2007), esta inconsisténcia é
normal e pode ser atribuida a diferentes fatores. O método da ponteira no peciolo
para inoculacdo de Sclerotinia sclerotiorum no ensaio de controle biologico foi
muito eficaz, tendo em vista que todos o0s peciolos inoculados apresentaram
sintomas caracteristicos da doenca.

Os tratamentos cuja sementes foram microbiolizadas com Bacillus spp.
demonstraram maior eficiéncia na reducao da severidade e progresso da doenca
determinado pela area da curva de progresso da doenca, em comparacao com
0 tratamento controle onde as sementes foram microbiolizadas apenas com
solucéo salina.

Resultados semelhantes com espécies do género Bacillus ja foram
relatados por outros autores. Em estudos de biocontrole in vitro e in vivo contra
patogenos, SANGIOGO et al. (2014) relataram que em ensaios com folhas
destacadas de canola, procedentes de sementes microbiolizadas com bactérias
dos géneros Pseudomonas e Bacillus, proporcionou reducdo de 100% do
crescimento micelial de S. sclerotiorum. WU et. al (2014) demostraram a
eficiéncia de Bacillus sp, que reduziu em 80% a ocorréncia de mofo branco em

folhas destacadas de canola, via pulverizagdo. ZHANG e XUE (2010), também
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em ensaios com folhas destacadas de soja, pulverizadas com Bacillus subtilis,
constataram 90% de reducdo da severidade de sintomas causados por S.
sclerotiorum.

Lahlali et al. (2013), constatou-se que cepas de B. subtilis atuam como
indutores de resisténcia a antracnose na cultura do feijao, enquanto que Abdalla
e colaboradores (2014) testou capacidade antagonista de quarenta e cinco
isolados de Bacillus, destes, apenas vinte e sete produziram compostos
antimicrobianos contra o fungo fitopatogénico Alternaria Alternata.

Como o biocontrole geralmente nao alcanca percentual elevado, os
resultados obtidos para as cepas de Bacillus VBEOL e VBEO5 podem ser
consideradas animadoras. De acordo com Lobo Junior (2013), o controle
biolégico com o uso de microrganismos antagonistas é uma alternativa bastante
promissora no controle do mofo branco, pois auxilia na redugéo da densidade do
in6culo que o patdgeno produz no solo e, consequentemente, tem-se uma menor
incidéncia e/ou severidade da doenca.

Devido a facilidade em produzir compostos antimicrobianos, bactérias do
género Bacillus spp. sdo amplamente estudadas em ensaios de biocontrole
(ANGONESE et al., 2009; DALAL; KULKARNI, 2013).

Na Figura 2, observa-se que alguns isolados bacterianos auxiliaram
positivamente na producdo de seis classes de metabdlitos secundéarios. Os
isolados de Bacillus cereus (VBEO1 e VBEL17) influenciaram na producdo de
compostos fendlicos.

Os esteroides foram evidenciados em maiores frequéncias nos
tratamentos utilizando as cepas VBE23, VBE19 e VBEO5. Estes mesmos
isolados, mais, VBEO3 e VBEL17 proporcionaram frequéncias superiores a
observada no tratamento testemunha (Figura 2).

Os metabodlitos secundéarios ndo exercem funcao evidente nas sequéncias
de crescimento e desenvolvimento vegetal, mas agem no sistema de defesa das
plantas contra patdégenos, pois apresentam atividades biologicas relacionadas a
acdo antimicrobiana (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Os compostos fendlicos apresentam como mecanismo de acdo no

sistema de defesa, a inibigdo do crescimento de fungos, pois inutilizam sistemas
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enzimaticos que fazem parte da producdo de energia e sintese dos constituintes
estruturais dos micro-organismos (PORTE; GODOY, 2001).

Metabdlitos secundarios

100%

75%

50%
0%

Frequéncia

Est. Glic. Card. Tan. Alc./Antoc. Flav./Ag. Cum. Triter. Antrag.
Red.
mTestemunha ®VBE23 VBE19 VBEQ5 = VBEO1
= VVBES7 mVVBEO3 = \/BE17 = VVBNO2

Figura 2: Frequéncia dos metabdlitos secundérios (C.F= Compostos Fendlicos,
Est. = Esteroides, Glic. Card. = Glicosideos Cardiotonicos, Tan.= Taninos, Alc. =
Alcaléides, Antoc.= Antocianinas, Flav.= Flavandides, A¢. Red.= Acucares
Redutores, Cum.= Cumarinas, Triter.= Triterpenos e Antrag.= Antraquinonas)
oriundos de folhas de soja da cultivar Potencia RR microbiolizadas com bactérias
do género Bacillus spp.

Assim como os compostos fendlicos, os taninos sdo os encarregados de
proporcionar a resisténcia de tecidos vegetais jovens ao ataque de patdégenos e,
dessa maneira, séo inibidores de varias enzimas hidroliticas, que sédo produzidas
por patdgenos, durante a patogénese (AGRIOS, 2005). SANTOS (2004) relatou
que as plantas que dispbem de uma grande quantidade de metabdlitos
secundarios possuem um maior indice de sobrevivéncia, pois
consequentemente sao plantas com maior resisténcia a problemas ocasionados
por fatores bidticos e, ou abidticos.

Os acucares redutores, flavandides e cumarinas foram evidenciados, em
mesma frequéncia que o tratamento testemunha (Figura 2). Os flavonoides
podem atuar como elicitores e também como mecanismos quimicos que

conferem protecao as plantas contra os fitopatdgenos (ZUANAZZI; MONTANHA,



© 0 N o u b~ W N R

w W W W N N N N NN NN N NN NN PR R R, R, R, R, R R
w N P O OV 00 N O B W N R O L O N O Uk~ WN -, O

44

2004). CUSHNIE e LAMB (2005) afirmam que os flavonoides induzem alteracdes
metabdlicas nos patdégenos, impedindo a sintese de acido nucléico, a atividade
da membrana citoplasmatica e o metabolismo. A biossintese e o acumulo de
flavonoides estéo interligados a diversas fungdes nas plantas, como a protecao
contra incidéncia de raios ultravioletas, contra insetos, fungos, virus e bactérias,
e também como mecanismo de defesa contra estresses ambientais (SIMOES et
al., 2010).

Os compostos cumarinicos estdo presentes em plantas, principalmente
nas folhas, frutas, raizes e talos (HOULT; PAYA, 1996). Neste estudo as
cumarinas foram detectadas em todos os tratamentos com a mesma frequéncia
da testemunha (Figuras 2). Segundo Pereira (2002) a producéo de cumarinas €
influenciada pela sazonalidade, condicbes ambientais ou estresses provocados
por interagdo com microrganismos, 0s quais podem afetar a sua ocorréncia em
diversas partes da planta, nas quais possuem a funcéo de protecédo do vegetal
contra infec¢des de fungos e contra herbivoria.

A presenca de alcaléides e antocianinas ndo foram observadas nas
amostras de folhas de soja avaliadas, entretanto, Brum et al. (2011) afirma que
0s resultados negativos ndo permitem afirmar a sua inexisténcia, pois 0 método

utilizado pode ndo detectar constituintes na escala micro e ultramicro.
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4. CONCLUSOES

Os isolados de B. cereus (VBE19 e VBES7) se destacaram por apresentar
capacidade para biocontrole in vitro para os quatro patogenos testados. Os
isolados VBNO2 e VBEOl apresentaram potencial para promocdo de
crescimento de plantas de soja para as duas cultivares avaliadas, além do
isolado VBES7 ter influenciado positivamente em mais de uma variavel avaliada
na cultivar M6210 IPRO, sugerindo ser promissor quanto sua aplicacdo como
inoculante na cultura da soja.

Os resultados obtidos indicam respostas de defesa a mofo branco via
sementes microbiolizadas com os isolados bacterianos VBEO1 e VBEO5 e o
potencial uso desses micro-organismos como agentes promissores no controle
biolégico em plantas de soja.

Os isolados VBEO5, VBE19 e VBEL17 auxiliaram positivamente na
producdo de classes de metabdlitos secundarios relacionados ao sistema de

defesa em plantas de soja.



10

11
12
13

14
15
16

17
18
19

20
21
22

23
24
25
26

27
28
29

46

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Abdalla SS., Algam SAA, Ibrahim EA, El Naim AM, 2014. In Vitro Screening of
Bacillus Isolates for Biological Control of Early Blight Disease of Tomato in
Shambat Soil. World Journal of Agricultural Research, 2: 47-50.

Agrios GN., (2005) How plants defend themselves against pathogens. In: Agrios
GN. (Ed.). Plant Pathology. 5. ed. California: Academic Press, p.93-114.

Almaghrabi., OA., Massoud SI, Abdelmoneim TS, 2013. Influence of inoculation
with plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) on tomato plant growth and
nematode reproduction under greenhouse conditions. Saudi J Biol Sci, 20, 57—
61.

Angonese MT., Della-Giustina J, Paim LH, Pansera MR, Pagno RS, Mezzomo F,
Zorzi E, Pereira COF, Ribeiro RTS, 2009. Fungistatic effect of Bacillus spp on
plant pathogenic fungi. Revista Brasileira de Agroecologia, 4(2): 97-100.

Araujo FF, Hungria M. Nodulacao e rendimento de soja co-infectada com Bacillus
subtilis e Bradyrhizobium japonicum/B. elkanii. Pesquisa Agropecuaria Brasileira,
Brasilia, 34: 1633-1643.

Araujo FF., 2008. Inoculagéo de sementes com Bacillus subtilis, formulado com
farinha de ostra e desenvolvimento de milho, soja e algoddo. Ciéncia e
Agrotecnologia, 2: p.456-462.

Ayed HB., Hmidet N, Béchet M, Chollet M, Chataigné G, Leclére V, Jacques P,
Nasri M, 2014. Identification and biochemical haracteristics of lipopeptides from

Bacillus mojavensis A21. Process Biochemistry, Amsterdam, 49: p.1699-1707.

Bassan DAZ., Arf O, Buzetti S, Carvalho MAC, Santos NCB. S& ME, 2001.
Inoculacdo de sementes e aplicacdo de nitrogénio e molibdénio na cultura do
feijdo de inverno: Producdo e qualidade fisiologica de sementes. Revista
Brasileira de Sementes, 23: p.76-83.

Brum TF., Zadra M, Froeder ALF, Boligon AA, Frohlich JK, Athayde ML, 2011.
Andlise fitoquimica preliminar das folhas de Vitex Megapotamica (Sprengel)
Moldenke. Ahead of print, Santa Maria, 37: p.57-62.



(6]

O 00 N O

10

11
12

13
14
15

16
17
18

19
20
21
22

23
24

25
26
27

47

CAMPBEL, L C. L.; MADDEN, L. V. Introduction to plant disease epidemiology.
New York NY. John Wiley & Sons. 1990.

Carrer Filho R., Dianese EC, Cunha MD da, 2015. Suppression of Fusarium wilt
in tomato plants by rhizobacteria from the Bacillus genus. Pesq. Agropec. Trop,
45: 356-363. http://dx.doi.org/10.1590/1983-40632015v4535397

Chung S., Kong, H, Buyer JS, Lakshman DK, Lydon J, Kim SD, Roberts DP,
2008. Isolation and partial characterization of Bacillus subtilis ME488 for
suppression of soil borne pathogens of cucumber and pepper. Applied Microbial
Biotechnology, Berlin, 80: p.115-123. https://doi.org/10.1007/s00253-008-1520-
4

Cushnie TT., Lamb AJ, 2005. Antimicrobial activity of flavonoids. International
Journal of Antimicrobial Agents, 26: p. 343-356.

Dalal J., Kulkarni N, 2013. Antagonistic and Plant Growth Promoting Potentials
of Indigenous Endophytic Bacteria of Soybean (Glycine max (L) Merril). Current

Research in Microbiology and Biotechnology, 1: p. 62-69.

EMBRAPA SOJA, 2010. Consideracbes sobre o florescimento precoce.
Disponivel em: http://www.cnpso.embrapa.br/alerta/ver_alerta.php?cod_pagina

sa=214&cultura=1. Acessado em 05 novembro de 2017.

Fontoura FM., Matias R, Ludwig J, Oliveira AKM de, Bono JAM, Martins P de
FRB, Corsino J, Guedes NMR, 2015. Seasonal effects and antifungal activity
from bark chemical constituents of Sterculia apetala (Malvaceae) at Pantanal of

Miranda, Mato Grosso do Sul, Brazil. Acta Amazonica, Manaus, 45: 283-292.

Freitas SS., Aguilar-Vildoso CI, 2004. Rizobactérias e promogao do crescimento

de plantas citricas. Revista Brasileira de Ciéncia do Solo, 28: p.987-994.

Goulart ACP., 2002. Efeito do tratamento de sementes de algoddao com
fungicidas no controle de tombamento de plantulas causado por Rhizoctonia

solani. Fitopatologia Brasileira, 27: 399-402.


http://www.cnpso.embrapa.br/alerta/ver_alerta.php?cod_pagina%20sa=214&cultura=1
http://www.cnpso.embrapa.br/alerta/ver_alerta.php?cod_pagina%20sa=214&cultura=1

10
11
12

13
14
15
16

17
18
19

20
21
22
23

24
25

26
27
28
29
30

48

Halverson LJ., Handelsman J, 1991. Enhancement of soybean nodulation by
Bacillus cereus UWS85 in the field and in a growth chamber. Applied and
Environmental Microbiology, Washington, 57: 2767-2770.

Hoult JR., Paya M, 1996. Pharmacological and biochemical actions of simple
coumarins: natural products with therapeutic potential. Gen Pharmacol, 27:
p.713-22.

Huang, XF., Zhou, D, Guo, J, Manter, DK, Reardon, KF, Vivanco, JM, 2015.
Bacillus spp. from rainforest soil promote plant growth under limited nitrogen

conditions. Journal of Applied Microbiology, 118, 672-684.

Hungria M., Nogueira MA, Araujo RS, 2013. Co-inoculation of soybeans and
common beans with rhizobia and azospirilla: strategies to improve sustainability.
Biology and Fertility of Soils, 49: p.791-801.

Kumar A., Kumar S, Devi H, Patil S, Payal C, Negi S, 2012. Isolation, screening
and characterization of bacteria from Rhizospheric soils for different plant growth
promotion (PGP) activities: an in vitro study. Recent Research in Science and

Technology, 4: 1-5.

Kuss AV., Kuss VV, Holtz EK, Lovato T, 2008. Inoculation of diazotrophic bacteria
and Development of flooded rice plants in soil and Greenhouse. Revista da
FZVA, 15: p. 90-102.

Lahlali R., Peng G, Gossen BD, McGregor L, Yu FQ, Hynes RK, Hwang SF,
McDonald MR, Boyetchko SM, 2013. Evidemce that the biofungicide Serenade
(Bacillus subtilis) suppresses clubroot on canola via antibiosis and induced host
resistence. Phytopathology, 103 (3): 245-54.

Lanna Filho R., Ferro HM, Pinho RSC, 2010. Controle biolégico mediado por

Bacillus subtilis. Revista Tropica: Ciéncias Agrarias e Bioldgicas, 4 (2): 12-20.

Latha P., Anand T, Prakasam V, Jonathan El, Paramathma M, Samiyappan R,
2011. Combining Pseudomonas, Bacillus and Trichoderma strains with organic
amendments and micronutrient to enhance suppression of collar and root rot
disease in physic nut. Applied Soil Ecology, 49: 215-223. https://
doi.org/10.1016/j.aps0il.2011.05.003



AW N

00 N o u

10
11

12
13
14

15
16
17

18
19
20

21

22
23
24

25
26
27
28

49

LiD., Sun M, Han Y, Teng W, LiW, 2010. Identification of QTL underlying soluble
content in soybean content in soybean white mold (Sclerotinia sclerotiorum).
Euphytica, Wageningen, 172: p.49-57. https://doi.org/10.1007/s00122-009-0994-
5

Li H., Wang X, Han M, Zhao Z, Wang M, Tang Q, Liu C, Kemp B, Gu Y, Shuang
J, Xue Y, 2012. Endophytic Bacillus subtilis ZZ120 and its potential application in
control of replant diseases. Afric. J. Biotech. 11: p.231-242. https://doi.org/
10.5897/AJB11.2839

Lobo Junior M., 2013. Perspectivas e recentes resultados do uso de
microrganismos no controle de doencas do feijoeiro comum. Feijao: producéo e

sustentabilidade, Piracicaba, p.97-108.

Ludwing J., Moura AB, 2007. Controle biol6gico das queimadas em arroz pela
microbiolizacdo de sementes com bactérias antagonistas. Fitopatologia
Brasileira, 32: 381-386.

Mafia RG., Alfenas AC, Maffia LA, Ferreira EM, Siqueira L de, 2007. Efect of
rhizobacteria on rooting and growth of eucalyptus clones under diferente
conditions of clonal propagation. Revista Arvore, 31 (5): 813-821.

Manandhar JB., Hartman GL, 2008. Anthracnose. In: HARTMAN GL, SINCLAIR
JB, RUPE JC. Compendium of soybean diseases. 4 ed., Minnesota: APS, p.13-
14.

Matos FJA (2009). Introducéo a Fitoquimica Experimental. 2ed: 141.

Moreira ALL., Araudjo FF, 2013. Bioprospeccao de isolados de Bacillus spp. como
potenciais promotores de crescimento de Eucaluptus urograndis. Revista Arvore,
37:933-943.

Panday C., Bajpai VK, Negi YK, Rather IA, Maheshwari DK, 2018. Effect of plant
growth promoting Bacillus spp. on nutritional properties of Amaranthus
hypochondriacus  grains.  Saudi  Journal of Biological Sciences.
https://doi.org/10.1016/).sjbs.2018.03.003


https://doi.org/10.1007/s00122-009-0994-5
https://doi.org/10.1007/s00122-009-0994-5
https://doi.org/10.1016/j.sjbs.2018.03.003

10
11
12

13
14

15
16

17
18
19
20

21
22
23

24
25
26

27
28
29

50

Pereira JOPP., Freitas BM, 2002. Estudo da biologia floral e requerimentos de
polinizacdo do muricizeiro (Byrsonima crassifolia L.). Revista Ciéncia

Agrondmica, Ceara, 33: 5-12.

Petzoldt R., Dickson M, 1996. Straw test for resistance to white mold in beans.

Annual Report of Bean Improvement Cooperative, 39: 142-143.

Porte A., Godoy RLO, 2001. Alecrim (Rosmarinus officinallis L.): Propriedades
antimicrobianas e quimica do Oleo essencial. Revista Boletim do Centro de
Pesquisa e Processamento de Alimentos (CEPPA), Curitiba, 19: 193- 210.

Rahman MD., Hossain DM, Suzuki K, Shiiya A, Suzuki K, Dey TP, Nonaka M,
Harada N, 2016. Suppressive effects of Bacillus spp. on mycelia, apothecia and
sclerotia formation of Sclerotinia sclerotiorum and potential as biological control
of white mold on mustard. Australas. Plant Pathol. 45: p.103-117.

Romeiro RS, 2007. Controle biologico de enfermidades de plantas: fundamentos.
Vigosa: Editora UFV, 269 p.

Saharan BS., Nehra V, 2011. Plant Growth Promoting Rhizobacteria: A Critical
Review. Life Sciences and Medicine Research, 30p.

Sangiogo M., Bermudez JMM, Rodriguez DP, Barboza LF, Mocellin R. Avaliagédo
da inducéo de resisténcia por bactérias promotoras do crescimento de plantas a
Sclerotinia sclerotiorum em folhas de canola. In: VIl Reunido Brasileira de

Inducdo de Resisténcia em Plantas a Patogenos, 2014.

Santos AR., Barros MP, Santin SMO, Sarragiotto MH, Souza MC, Eberlin MN,
Meurer EC, 2004. Constituintes polares das folhas de Machaonia brasiliensis
(Rubiaceae). Quimica Nova, Séao Paulo, 27: p. 525-527.

Simdes CMO., Schenkel EP, Gosmann G, Mello JCP, Mentz LA, Petrovick PR.
Farmacognosia: da planta ao medicamento. Porto Alegre: Editora da UFRGS,
Floriandpolis: Editora da UFSC. 6 ed, 1102 p.

SMML, 2015. Systematic Mycology and Microbiology Laboratory Fungus-Host
Database. Disponivel em: http://nt.ars-grin.gov/fungaldatabases/fungushost/
new_frameFungusHostReport.cfm. Acessado em 02 de novembro de 2017.



10
11
12

13
14
15

16
17
18

19
20
21
22

23
24
25
26

27
28
29

51

Stankovic¢ S., Mihajlovi¢ S, Dragani¢ D, Dimkic¢ I, Vukoti¢ G, Beri¢ T, Fira D, 2012.
Screening for the presence of biosynthetic genes for antimicrobial lipopeptides in

natural isolates od Bacillus sp. Archives of Biological Sciences, 64: p.1425-1432.

Stein T, 2005. Bacillus subtilis antibiotics: structures, syntheses and specific

functions. Molecular Microbiology, Oxford, 56: p. 845-857.

Sun G,, Yao T, Feng C, Chen L, Li J, Wang L, 2017. Identification and biocontrol
potential of antagonistic bacteria strain against Sclerotinia sclerotiorum and their
growth-promoting effects on Brassica napus. Biol. Control. 104: 35-43.

Taiz L., Zeiger E. Fisiologia vegetal. 4.ed. Porto Alegre: Artmed. 2009.

Teran H., Lema M, Schwartz HF, Duncan R, Gilbertson R, Singh SP, 2006.
Modified Petzoldt and Dickson scale for white mold rating of common bean.

Annual Report of the Bean Improvement Cooperative, 49: 115, 2006.

Thakkar A., Saraf M, 2015. Development of microbial consortia as a biocontrol
agents for effective management of fungal diasease in Glycine max L. Archives
of Phytopathology and Protection, 48: 459 - 474.

Wani PA., Khan MS, Zaidi, 2007. Synergistic effects of the inoculation with
nitrogen fixing and phosphate solubilizing rhizobacteria on the performance of

field grown chickpea. Journal of Plant Nutrition and Soil Science, 170, 283-287.

Wu Y., Yuan J, Raza W, Shen Q, Huang Q, 2014. Biocontrol traits and
antagonistic potential of Bacillus amyloliguefaciens Strain NJZJSB3 against
Sclerotinia sclerotiorum, a causal agent of canola stem rot. Journal of
Microbiology and Biotechnology, 24: 1327-1336.

Yorinori JT, Paiva WM, frederick RD, Costamilan LM, Bertagnolli PF, Hartman
GE, 484 Godoy CV, Nunes Junior J. 2005. Epidemics of soybean rust
(Phakopsora pachyrhizi) 485 in Brazil and Paraguay from 2001 to 2003. Plant
Disease, Saint Paul, 89: p.675-677. 486 https://doi.org/10.1094/PD-89-067

Zhang JX., Xue AG 2010. Biocontrol of Sclerotinia stem rot (Sclerotinia
sclerotiorum) of soybean using novel Bacillus subtilis strain SB24 under control
conditions. Plant Pathology, 59: p. 382-391.



AW N

52

Zuanazzi JAS., Montanha JA. Flavonoides. In: SIMOES, C.M.O.; SCHENKEL,
E.P.; GOSMANN, G.; MELLO, J.C.P. DE; MENTZ, L.A.; PETROVICK, P.R.
(Eds.) Farmacognosia: da planta ao medicamento. 5. ed. Floriandpolis/Porto
Alegre: UFSC/ UFRGS, 2004, p.577-614.



