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Oro, Thiago Henrique. Bactérias endofiticas isoladas de soja no controle in vitro
de patdégenos fungicos e bacterianos. 2015. 58 f. Dissertagdo (Mestrado em
Agronomia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2015.

RESUMO

Bactérias endofiticas sdo microrganismos que habitam o interior de tecidos vegetais
sem causar danos ao hospedeiro. Esses microrganismos podem ser utilizados no
controle biolégico de pragas e doengas como alternativa ao uso de produtos
quimicos. O objetivos do trabalho foi testar o potencial de bactérias endofiticas
isoladas de soja RR e convencional no controle, in vitro, de patégenos fungicos e
bacterianos. 223 bactérias endofiticas foram isoladas de raizes, caules e folhas de
cultivares de soja e testadas quanto a atividade de antagonismo contra S.
sclerotiorum e P. sojae. Os 13 isolados que apresentaram atividade de biocontrole a
pelo menos um dos dois patégenos foram identificados pelo sequenciamento do
gene 16S DNAr e tiveram seus sobrenadantes testados contra os dois fungos acima
citados, Rhizoctonia solani, Xanthomonas axonopodis pv. glycines e Pseudomonas
savastanoi pv. glycinea através do fracionamento com sulfato de amoénio e da
extragao do solvente com metanol, a fim de determinar se as moléculas antifungicas
e/ou antibacterianas eram proteinas ou lipopetideos, respectivamente. A atividade
de antagonismo foi determinada através da mensuragao do halo trasnparente de
inibicdo com auxilio de régua milimetrada. Calculou-se a porcentagem de inibigdo do
crescimento dos patégenos fungicos. Bacillus sp. e Burkholderia sp destacaram-se
no controle dos patdgenos utilizados neste estudo podendo serem considerados
candidatos para o desenvolvimento de inoculantes para a protecao de culturas. O
composto responsavel pela atividade de antagonismo desses isolados,
possivelmente, é de origem peptidica.

Palavras-chave: Atividade de antagonismo. Controle Bioldgico. Interagdo planta-
bactéria.



ORO, Thiago Henrique. Endophytic bacteria isolated from soybean in control in
vitro of fungal and bacterial pathogens. 2015. 58 f. Dissertacdo (Mestrado em
Agronomia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2015.

ABSTRACT

Endophytic bacteria are microorganisms that inhabit the interior of plant tissues
without causing harm to the host. These microorganisms can be used in biological
control of pests and diseases as an alternative to the use of chemicals. The aims of
the study was to test the potential of endophytic bacteria in control, in vitro, of fungal
and bacterial pathogens. 223 endophytic bacteria were isolated from roots, stems
and leaves of soybean cultivars and tested for antagonistic activity against S.
sclerotiorum and Phomopsis. sojae. The 13 isolates with biocontrol activity to at least
one of the two pathogens were identified by 16S rDNA gene sequencing and had
their supernatants tested against both fungi mentioned above, Rhizoctonia solani,
Xanthomonas axonopodis pv. glycines and Pseudomonas savastanoi pv. glycinea by
ammonium sulfate fractionation and solvent extraction with methanol in order to
determine whether the antifungal and/or antibacterial proteins or molecules were
lipopetideos respectively. The antagonistic activity was determined by measuring the
trasnparente inhibition zone with the aid of a millimeter ruler. The percentage of
growth inhibition of the fungal pathogens were calculated. Bacillus sp. and
Burkholderia sp stood out in the control of pathogens used in this study may be
considered candidates for the development of inoculants for crop protection. The
compound responsible for the antagonism activity of these isolates is possibly
peptide origin

Key-words: Antagonism activity. Biological control. Plant-bacteria association.
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1 INTRODUCAO

Fungos e bactérias patogénicas de plantas compreendem
importantes grupo de microorganismos que causam perdas econbmicas
significativas na agricultura em todo o0 mundo. Para o controle de doengas causadas
por esses microorganismos, os método mais utilizados e que ainda prevalecem entre
0os agricultores sdo o método quimico para o controle de doengas fungicas e a
resisténcia genética para doengas bacterianas.

O uso de agroquimicos sintéticos resulta em diversos riscos, dentre
0s quais danos ambientais como os efeitos nocivos sobre a microbiota do solo,
riscos sanitarios e toxicos para os seres humanos e animais e poluicdo ambiental.

Recentemente, aumentou-se o interesse pelo controle bioldgico,
especialmente em virtude da necessidade do uso de alternativas ecolégicas que
visem a reducao do uso extensivo de pesticidas quimicos no combate de doengas
das culturas. O uso de microrganismos benéficos (biopesticidas), como, por
exemplo, as bactérias endofiticas, é considerado como um dos métodos mais
promissores para praticas de manejo mais racionais e seguras.

Bactérias endofiticas sdo microrganismos que habitam, pelo menos
por um periodo de seu ciclo de vida, o interior de um vegetal, podendo contribuir
para a sanidade e o crescimento de seu hospedeiro, sem causar efeitos negativos
sobre o desenvolvimento da cultura (AZEVEDO et al., 2000; KUKLINSKY-SOBRAL
et al.,, 2004, SHENPAGAM et al., 2012). Quando isolados de tecido vegetal, esses
microrganismos podem apresentar acdo antagbnica a fungos e bactérias
patogénicas in vitro e realizar um controle biolégico desses patdégenos quando
reinoculadas na cultura.

Os microrganismos endofiticos ocupam uma posicao relativamente
inexplorada e representam uma nova fonte de informagdes com grande potencial
para serem utilizados no controle bioldgico e na producéo sustentavel das culturas.
Células de bactérias, como a maioria das células vivas, apresentam um metabolismo
primario sem o qual elas ndo sobrevivem; e um metabolismo secundario, o qual é
utilizado para ter uma melhor capacidade de adaptacdo. No que se refere aos
compostos anti-fungicos e anti-bacterianos produzidos pelas bactérias endofiticas,
geralmente sao metabdlitos secundarios, pois sdo compostos produzidos a fim de

competir com os demais microrganismos circundantes.
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Existem alguns fatores que podem afetar a comunidade bacteriana
endofitica nas plantas, entre eles destacam-se: o gendtipo, o tecido onde o enddfito
se encontra, o estadio de desenvolvimento da planta, as variagdes na temperatura e
na umidade e o manejo adotado, como a aplicagdo de agroquimicos.

Sabe-se que a aplicacdo do herbicida glifosato [(N - fosfonometil)
glicina] gera uma mudanga na comunidade microbiana, sendo que este pode ser
toxico para alguns microrganismos e, para outros, ser utilizado como fonte de
energia e nutrientes; todavia s&o necessarios maiores estudos para verificar a
influéncia destas mudancgas no ambiente.

O objetivo desse trabalho foi testar o potencial de bactérias
endofiticas isoladas de soja RR e convencional no controle, in vitro, de Sclerotinia
sclerotiorum, Phomopsis sojae, Rhizoctonia solani, Xanthomonas axonopodis pv.
glycines e Pseudomonas savastanoi pv. glycinea. Além disso, caracterizar
parcialmente o composto responsavel pela atividade de antagonismo e, em longo
prazo, desenvolver um produto comercial para ser utilizado como inoculante para a

protecao das culturas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A CULTURA DA SOJA

2.1.1 Cenario Nacional e Importancia Econdmica

A soja [Glycine max (L.) Merrill] € a oleaginosa cultivada com maior
importancia a nivel mundial. E considerada uma das principais commodities,
juntamente com o arroz, trigo, cevada e milho, e vem sendo utilizada, ha séculos, na
alimentagdo de chineses, coreanos e japoneses, principalmente em razdo do seu
alto teor de proteina e da sua riqueza em vitaminas, fibras e minerais (LIU; PAN,
2011).

O Brasil, maior produtor mundial da cultura, colheu a maior safra
historica em 2012/2013, oficialmente estimada em 81,5 milhdes de toneladas em
uma area total de 27,7 milhdes de hectares (CONAB, 2013). De acordo com a
sétima estimativa realizada pela Conab, a safra brasileira de soja natemporada
atual (2013/14) tera um incremento de 5,6 % em relagéo a safra 2012/13, totalizando
uma producédo de 86 milhdes de toneladas. Esse aumento sera resultado de uma
expansao de 8,2% em area colhida e de uma redugdo na produtividade de 2,4%,
quando comparado a safra anterior (CONAB, 2014).

A maior area plantada com a oleaginosa - 13,8 milhdes de hectares -
ocorreu na Regiao Centro-Oeste apresentando neste ano um incremento de 8,6%
sobre o exercicio anterior. Na Regido Sul, a area cultivada atingiu 10,4 milhdes de
hectares, apresentando um incremento de 5,7% em relagdo a safra 2012/13. O
Parana aparece como o segundo estado produtor de soja nesta safra, com area
plantada inferior apenas ao Mato Grosso. O Parana apresentou prejuizos recordes
em termos de produtividade, derivado do longo periodo em que a lavoura foi afetada
pela auséncia de chuvas e elevadas temperaturas em fases importantes da lavoura.
O resultado ndo foi pior em fungdo do forte incremento na area plantada, mas
contribuiu para que a produgao do estado apresentasse uma redugao de 7,6% em
relagdo ao ano anterior. Outro fator influenciando negativamente a produtividade na
Regido Sul, foi o forte ataque de pragas e doengas acarretando no aumento do
numero de aplicagdes de inseticidas, provocando forte elevagao nos custos de
producao (CONAB, 2014).
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A soja é considerada um grdo de alta versatilidade, podendo ser
destinada ao processamento originando varios produtos e subprodutos da
agroindustria. As industrias alimenticias e farmacéuticas sédo os principais mercados
beneficiados pela cultura da soja. Os produtos mais conhecidos que derivam dessa
leguminosa sao o 6leo refinado, obtido pelo processo de esmagamento de gréos, e
o farelo utilizado na alimentagao animal, que também pode ser empregado no tofu e
em molhos de soja. Do processamento do 6leo, resulta a principal fragdo usufruida
pela industria de alimentos que produzem as gorduras, margarinas, Oleos para
cozinha e salada. Da extracao do 6leo da soja crua, obtém-se a lectina, um fosfatidio
utilizado como emulsificante, lubrificante e agente estabilizador natural. Além disso,
0 gréo pode ainda ser utilizado, nas atividades industriais, na producédo de levedo,
anticorpos e na fabricagao de sab&o e desinfetante (EMBRAPA, 2007; PRIMOMO et
al., 2002; LEITE et al., 2012; SIMAS, 2005).

As proje¢des de consumo indicam que deve haver um grande
aumento da demanda de soja no mercado internacional e no mercado interno. Neste
mercado, além da demanda de ragdes animais, espera-se aumento forte do
consumo de soja para a producéo de biodiesel, estimada em 2013 pela Associagao
brasileira das industrias de 6leos vegetais (Abiove) em cerca de 10 milhdes de
toneladas. Para 2014, a projegcao deve situar-se entre 80,2 e 88,8 milhdes de
toneladas. As projegdes da Abiove vém indicando para 2020 uma produgado entre
104,0 e 105,0 milhdes de toneladas, sendo que a area de producédo deve aumentar
cerca de 6,7 milhdes de hectares, chegando a 2023 com 34,4 milhdes de hectares,
representando um acréscimo de 24,3% sobre a area de 2013 (MAPA, 2012).

Em vista da diversificagdo de sua utilidade e das projegcbes de
consumo, muitos estudos tém sido realizados com a cultura visando melhorar seu
desenvolvimento em relagdo ao ataque de pragas e doengas, a fim de incrementar

sua produtividade.

2.1.2 Soja Transgénica Roundup Ready®

A soja geneticamente modificada Roundup Ready (RR), resistente
ao glifosato [(N - fosfonometil) glicina], € o produto biotecnolégico de maior
importancia econémica nos ultimos 15 anos, atingindo, no ano de 2013, um recorde

de 175,2 mi de hectares cultivados no mundo, a uma taxa de crescimento anual de
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3%. O Brasil ocupa o segundo lugar em area plantada de organismos geneticamente
modificados no mundo, perdendo apenas para os Estados Unidos, com 40,3 milhdes
de hectares, e estd emergindo como um forte lider global em culturas
biotecnoldgicas (ISAAA, 2013).

Com o advento da soja RR, observa-se uma mudanga visivel na
manutencdo do controle de plantas daninhas. A aplicagdo de herbicidas em pos-
emergéncia que, anteriormente, era realizada exclusivamente por produtos seletivos
a cultura da soja, ganhou uma nova opgao com o uso do glifosato. Este herbicida é
de amplo espectro de acdo, nao seletivo na sua agao sobre mono ou dicotileddneas
e de baixo custo. Seu mecanismo de acdo é de forma sistémica e controla tanto
plantas daninhas anuais quanto perenes. (VIDAL; MEROTTO JR., 2001; YAMADA,
CASTRO, 2007; SILVA; SILVA, 2007). Sua degradacgao pode ocorrer devido a agéo
microbiolégica, quimica e por irradiagdo ultravioleta. Seu periodo residual é
questionavel: ha casos em que apds dois anos de aplicagdo do produto, foi
verificada a presenca de 8% de glifosato no solo; entretanto, outros estudos
observaram a reducido de 50% do herbicida apos 60 dias da aplicacao do produto
(FORLANI et al., 1999; HANEY et al., 2002)

Nas aplicacbes foliares, o glifosato € absorvido e translocado para
os demais tecidos em crescimento do vegetal. O modo de acdo do herbicida ocorre
pela inibicdo da enzima 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintetase (EPSPs) que
inibe a sintese de fenilanina, tirosina e ftriptofano, considerados aminoacidos
aromaticos essenciais da via do acido shiquimico e precursores de outros produtos
como os flavondides, alcaldides, lignina e acidos benzdicos (LEVESQUE; RAHE,
1992; PENAZOLA-VAZQUEZ et al., 1995; FORLANI et al., 1999; RODRIGUES;
ALMEIDA, 2005)

Com a aplicagao do produto quimico, parte do herbicida pode ser
exsudado na rizosfera das plantas competidoras, sendo absorvido, em parte, pela
cultura principal presente na area. Santos et al. (2007), estudando a exsudagéo
radicular de glyphosate por braquiaria e seus efeitos em plantas de eucalipto e
Ricordi, Tornisielo e almeida (2007) avaliando a translocagcado do herbicida aplicado
para o controle de Brachiaria brizantha (planta-alvo) para mudas de citros e de
cafeeiro constataram a absorcédo do produto pelas plantas n&o-alvo. Este fato pode

acarretar na redugao do crescimento e da produtividade da cultura de interesse
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econdmico, assim como interferir na populagdo de microrganismos presentes no
hospedeiro (KREMER; MEANS; KIM, 2005; NEUMANN et al., 2006).

Araujo (2003) relatou que a aplicagcado de glifosato na dosagem de
4320g i.a. ha™ foi responsavel por um incremento na liberacdo de CO, variando de
10 a 15%. Isto sugere que a microbiota do solo seja capaz de metabolizar o
herbicida como uma fonte de carbono. Wardle e Parkinson (1990) observaram que a
presenca de glifosato no solo estava relacionada com um aumento temporario tanto
no numero de bactérias no solo quanto a atividade microbiana total do solo. Porém,
o numero de fungos e actinomicetos nao foi afetado. Haney et al. (2000) e Busse et
al. (2001) avaliaram o efeito do glifosato sobre a comunidade microbiana dos solos e
observaram que a atividade microbiana foi estimulada na presenca do herbicida.
Segundo Kononova e Nesmeyanova (2001), € cada vez mais comum a identificacéo
de microrganismos capazes de mineralizar organofosforados como o glifosato, e
utiliza-los como fonte de carbono e de nitrogénio, devido enzimas com alta
especificidade a esses compostos.

Apesar de varios microrganismos degradarem o glifosato, usando o
produto como fonte de energia, ha estudos que mostram efeitos nocivos do produto
para alguns microorganismos (LEVESQUE; RAHE, 1992; SANTOS; FLORES, 1995;
BUSSE et al., 2001; ARAUJO, 2003).

Segundo Carlisle e Trevors (1988), a estimativa da atividade
microbiolégica pode ser revelada pelo nivel de respiragdo do solo, que esta
relacionado com o grau de degradacao do glifosato. Em estudo realizado com nove
herbicidas, os autores observaram que a aplicagao de glifosato, segundo mais toxico
dentre os testados, resultou em inibicdo do crescimento (a 50ppm) de 59% de
bactérias, fungos, actinomicetos e leveduras isolados anteriormente do solo.

Além do efeito sobre a populagdo microbiana, a aplicagdo de
glifosato pode interferir na biodiversidade microbiana do solo e associada a planta,
podendo alterar o equilibrio microrganismos-planta. Essa mudanga pode resultar em
um incremento de microrganismos fitopatogénicos, de modo a alterar o manejo das
culturas agricolas (KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2005).

Entre os agentes patogénicos para as plantas, os fungos sédo os
mais ativos, tendo uma maior habilidade em penetrar diretamente nos tecidos
vegetais e ai facilmente se alojarem (MACHADO, 2004). As doencgas fungicas que

afetam a soja merecem especial atengdo, ndo somente devido ao maior numero,
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mas pelos prejuizos causados no rendimento e na qualidade das sementes
(HENNING, 2004). Dentre as que se destacam, estd o mofo branco, doenga
causada por Sclerotinia sclerotiourum (Lib.) De Bary, a seca da haste e da vagem ou
Phomopsis da Semente, causada por Phomopsis sojae Lehman e o Damping off
causada por Rhizoctonia solani. Além das doencgas fungicas, duas doengas
bacterianas afetam anualmente o desenvolvimento da cultura sendo responsaveis
por perdas severas na produtividade: o crestamento bacteriano, causado por
Xanthomonas axonopodis pv. glycines e a pustula bacteriana, causada por

Pseudomonas savastanoi pv. glycinea.

2.2 BACTERIAS ENDOFITICAS

2.2.1 Aspectos Gerais

A nomenclatura endoéfito (Endophyte) tem origem Grega, na qual o
termo ‘endon’ significa ‘de dentro’ e ‘phyte’ significa ‘planta’ (CARROLL, 1988).

Bactérias endofiticas sao definidas como todos os microrganismos
que habitam, pelo menos por um periodo de seu ciclo de vida, o interior de um
vegetal, podendo contribuir para a sanidade e o crescimento de seu hospedeiro,
sem causar efeitos negativos sobre o desenvolvimento da cultura (AZEVEDO et al.,
2000; KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004, SHENPAGAM et al., 2012).

Até meados da década de 70 pouco se sabia a respeito dos
microrganismos endofiticos. A partir de entdo, comegou-se a verificar a sua
importancia para as plantas. Um dos primeiros trabalhos relatados com bactérias
endofiticas foi publicado por Colombo (1978). Neste trabalho, o autor observou a
presenca desses microorganismos no interior dos filamentos cenociticos de algas,
em talos e entre sifdes, propondo haver uma associagdo microorganismo-hospedeiro
em uma relagdo de equilibrio fisiolégico entre ambos.

Desde os primeiros trabalhos confiaveis sobre o isolamento de
bactérias endofiticas da superficie esterilizada de plantas (MUNDT; HINKLE, 1976),
mais de 200 géneros de bactérias de 16 filos tem sido reportados como endofiticas,
como as pertencentes aos filos Acidobacteria, Actinobacteria, Aquificae,
Bacteroidetes, Cholorobi, Chloroflexi, Cyanobacteria, Deinococcus-Thermus,

Firmicutes, Fusobacteria, Gemmatimonadetes, Nitrospira, Planctomycetes,
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Proteobacteria, Spirochaetes e Verrucomicrobiae, que incluem tanto bactérias
cultivaveis como néo cultivaveis (BERG; HALLMANN, 2006; MENGONI et al., 2009;
MANTER et al.,, 2010; SESSITSCH et al., 2012). Entretanto, as endofiticas mais
estudadas e de maior predominancia pertencem aos trés maiores filos
(Actinobacteria, Proteobacteria e Firmicutes) e incluem os membros do filo Azoarcus
(KRAUSE et al., 2007), Acetobacter (renomeadas como Gluconobacter) (BERTALAN
et al., 2009), Bacillus (DENG et al., 2011), Enterobacter (TAGHAVI et al., 2010),
Burkholderia, Pseudomonas e Serratia (TAGHAVI et al.,, 2009) e Streptomyces
(SUZUKI et al., 2005).

Recentemente, tem-se observado o isolamento de microrganismos
endofiticos de diversos tecidos, tais como: flores, frutos, folhas, caules, raizes e
sementes de varias espécies vegetais (ZINNIEL et al., 2002; MANO; MORISAKI,
2008; SUN et al, 2008; ALTALHI, 2009; ANDREOTE et al., 2010). Esse
procedimento para obtencdo dos microrganismos endofiticos deve ser realizado
cumprindo-se, minuciosamente, as etapas de desinfestagcao superficial dos tecidos
vegetais, uma vez que o carater endofitico é atribuido as bactérias isoladas,
exclusivamente, a partir de tecidos vegetais sadios superficialmente estéreis
(HALLMANN et al., 1997).

Quando isolados corretamente desses tecidos, os enddfitos podem
apresentar agdo antagbnica a fungos e bactérias patogénicas em testes in vitro e
realizar um controle biolégico desses patdgenos quando reinoculados na cultura.
Esse controle pode ocorrer de forma direta, através do parasitismo, de forma
indireta, seja por competicdo por nutrientes ou pela indugdo de defesa das plantas,
ou de forma mista, devido a producdo de antibidticos e a atividade de antagonismo
(AZEVEDO et al., 2000).

Além da atividade de antagonismo a microrganismos patogénicos,
as bactérias endofiticas sdo capazes de controlar insetos (AZEVEDO et al., 2000;
LAMPEL et al.,, 1994; TOMASINO et al.,, 1995; NAMBIAR; MA; IYER, 1990;
DOWNING; LESLIE; THOMSON, 2000) e nematodides (HALLMANN, 1998). Em
alguns casos, podem também acelerar a emergéncia das plantulas, promover o
estabelecimento de plantas em condigdes adversas (CHANWAY, 1997) e auxiliar no
crescimento do vegetal (BENT; CHANWAY, 1998), produzindo substancias ou
metabdlitos analogos a hormdnios vegetais, como giberelinas, auxinas e citocininas
(BUCHENAUER, 1998; CATTELAN; HARTEL, 2000; GUTIERREZ-MANERO et al.,
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2001), ou estimulando a produgdo desses horménios pela planta, agindo na
elongacao e diferenciacdo celular, na emissdao e aumento da permeabilidade de
raizes (GLICK; BASHAN, 1997), no florescimento e no amadurecimento de frutos
(LAZAROVITS; NOWAK, 1997) e através da solubilizagdo e disponibilizagdo de
fésforo e nitrogénio para as plantas (GLICK; BASHAN, 1997).

A identificacado e classificagao filogenética das bactérias endofiticas
€ uma etapa essencial para conhecer a comunidade bacteriana presente na cultura
hospedeira. Baseado no gene 16S DNAr é possivel amostrar a populagdo dos
microrganismos isolados de diferentes tecidos e estudar a associagdo planta-
bactéria endofitica existente no hospedeiro assim como a interferéncia de diversos
fatores que influenciam na quantidade e na diversidade desses microrganismos
(ARAUJO et al., 2001; GARBEVA et al., 2001; SESSITSCH et al., 2002; SUN et al.,
2008).

2.3 ASSOCIAGAO PLANTA - BACTERIA ENDOFITICA

Microrganismos endofiticos relacionam-se com a planta hospedeira
de forma neutra ou simbidtica, e habitam tanto o interior quanto a superficie da
maioria dos vegetais, vivendo como enddfitas e epifitas, respectivamente. Ambos se
diferenciam dos microrganismos fitopatogénicos, que séo prejudiciais as plantas,
causando-lhes doengas (KUKLINSKY-SOBRAL, 2003).

No entanto, essa distincdo entre os microorganismos € meramente
didatica. Na natureza, observa-se uma sobreposi¢cédo entre esses grupos. Nao ha um
limite claro que os diferencie. Pode haver ocasido em que uma bactéria epifitica
entre em uma planta permanecendo endofitica ou causando danos a mesma, da
mesma forma que uma bactéria endofitica pode tornar-se um patégeno, quando em
desequilibrio com outros endoéfitos e em condigdes ambientais favoraveis para a sua
patogenicidade (ANDREWS; HARRIS, 2000).

Em virtude da endofitica se localizar dentro do hospedeiro e, dessa
forma, aproveitar de forma direta os nutrientes que ali estdo, ndo estando sujeita a
competigdo por nutrientes, o que normalmente ocorre na rizosfera, sugere-se que
esse microorganismo encontra-se em uma forma mais favoravel de ambiente do que
as bactérias rizosféricas, sendo, portanto, mais eficazes na promogao de

crescimento, absorgdo de agua e na supressao de microrganismos deletérios
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(AMORIM; MELO, 2002; SANTOS et al., 2005). Aléem disso, acredita-se que o0s
tecidos internos das plantas provém um ambiente mais uniforme e protegido para os
microrganismos do que a superficie, onde estes estdo expostos aos estresses
ambientais tais como temperatura, potencial osmdtico, radiacdo ultravioleta, e
competicdo entre microrganismos, que sao fatores limitantes para a sobrevivéncia
da bactéria (HALLMANN et al., 1997; REINHOLD-HUREK; HUREK, 1998)

A origem, forma de penetracdo e colonizagdo das bactérias
endofiticas ainda ndo estdo totalmente esclarecidas. A entrada de bactérias nas
plantas pode ocorrer por aberturas naturais, estdmatos, lenticelas, hidatodios,
injurias causadas por insetos e maquinario agricola e ainda pela liberagédo de
enzimas hidroliticas como celulases e pectinases, resultando na degradacédo da
parede celular das plantas (HALLMANN et al., 1997). No entanto, as raizes sao
consideradas uma das portas de entrada mais utilizadas pelas bactérias endofiticas.
O crescimento da raiz primaria e/ou a emergéncia de raizes laterais resulta em
aberturas ou abrasdes que facilitam a entrada do microrganismo (AZEVEDO, 1998).

A colonizagédo desses microrganismos pode ocorrer de duas formas:
local, sendo observada em um tecido especifico da planta, como o cértex; ou
sistémica, sendo transportada através dos elementos condutores ou via apoplastos
(JAMES et al., 1994). Preferencialmente, bactérias endofiticas colonizam os tecidos
de forma intercelular, com poucos relatos de colonizagéao intracelular (HALLMANN et
al., 1997).

De acordo com alguns autores (ANDREOTE et al., 2010;
KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004; KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2005; ZINNIEL et
al., 2002), existem diversos fatores que podem afetar a composi¢do da comunidade
bacteriana no interior das plantas, entre eles estdo a espécie, o tecido, o estagio de
desenvolvimento do hospedeiro, as alteragcbes no metabolismo da planta, as
aplicagdes de substancias quimicas e as interagdes com outros microrganismos.

Kuklinsky-Sobral et al. (2004) isolaram bactérias endofiticas de soja
e observaram maior populacdo microbiana na raiz e menor quantidade de
microrganismos em folhas. Fisher, Petrini e Lappin-Scottl. (1992) estudaram a
distribuicao de bactérias endofiticas na cultura do milho e verificaram que as partes
das plantas mais proximas do solo eram mais colonizadas por esses microrganismos
do que as parte superior das plantas. Assim como descrito anteriormente
(MCINROY; KLOEPPER, 1995; LAMB; TONKYN; KUPFEL, 1996; ELVIRA-
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RECUENCO; VAN VUURDE, 2000), as raizes parecem ser o local preferencial para
as bactérias endofiticas, sugerindo que esses microrganismos podem deslocar-se
para os tecidos superiores a partir das raizes durante o desenvolvimento da planta.
Esta preferéncia pelo tecido radicular reflete a presenga de niveis elevados de
nutrientes na rizosfera, fato que resulta em um maior crescimento e um elevado
metabolismo dos endodfitos presentes nas raizes quando comparado com o
desenvolvimento desses microrganismos nos demais tecidos da planta (GLICK,
1995).

Assumpcéao et al. (2009) estudaram a diversidade da comunidade
bacteriana endofitica de sementes de soja convencional e transgénica. Os autores
verificaram que dos 62 isolados identificados, 23 (37%) foram oriundos de plantas
geneticamente modificadas e 39 (63%) de plantas convencionais. No entanto, houve
diferenca na comunidade endofitica dessas sementes. Apesar de ter sido verificado
um numero de isolados menor de plantas geneticamente modificadas, observou-se
uma maior diversidade (15 géneros) comparada a comunidade isolada de plantas
convencionais (sete géneros). Além do mais, os autores relataram a presenca de
géneros bacterianos isolados tanto de plantas convencionais quanto das
geneticamente modificadas: Microbacterium, Bacillus, Ochrobactrum, Paenibacillus e
Methylobacterium; géneros exclusivos de plantas convencionais: Pantoea e
Acinetobacter; e géneros exclusivos de plantas geneticamente modificadas:
Tsukamurella, Brevibacterium, Pseudomonas, Curtobacterium, Citrobacter,
Enterobacter, Streptomyces, Chryseobacterium e Micromonospora.

Embora existam muitos estudos sobre a caracterizagcao de bactérias
endofiticas, pouco se sabe sobre as intera¢des planta-bactéria e suas propriedades
como potenciais bactérias benéficas para serem usados como inoculantes no campo
visando o melhor desenvolvimento e sanidade das culturas (HUNG; ANNAPURNA,
2004; KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2005; HUNG et al., 2007; KANG et al., 2007;
ASSUMPCAO et al., 2009; ANDREOTE et al., 2010).

2.4 ATIVIDADE DE ANTAGONISMO A MICRORGANISMOS PATOGENICO
Bactérias endofiticas vém sendo estudadas como agentes de

biocontrole de patdégenos causadores de doengas bacterianas e fungicas em

plantas. O uso desses microrganismos € uma alternativa economicamente viavel e
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ambientalmente correta quando comparado ao método de controle quimico, o qual
resulta em diversos riscos para a saude humana e demais animais, causa danos na
microbiota, desequilibrios no ambiente diminuindo as populagdes de inimigos
naturais além de deixar residuos no meio ambiente (MEDEIROS; VILELA; FRANCA,
2006; ETHUR et al., 2007). Grigolellti Junior, Santos e Auer (2000) relataram que o
controle biolégico ndo contamina, ndo desequilibra o meio ambiente e ndo deixa
residuos. Além disso, propdée na medida do possivel manter o equilibrio no
agroecossistema, de modo que a planta hospedeira, na presenga do patégeno, néo
sofra perdas na produtividade, devido ao efeito antagbnico exercido pelos
organismos endofiticos.

Diferentes espécies de bactérias endofiticas tém sido isoladas e
testadas, in vitro e in vivo, como potenciais agentes no biocontrole de patégenos
causadores de doengas fungicas e bacterianas de diversas culturas.

Assumpcao et al. (2009) isolaram, caracterizaram e identificaram a
comunidade bacteriana endofitica de sementes de soja avaliando o potencial
biotecnolégico desses microrganismos. 62 isolados foram avaliados quanto a
capacidade antagonista a trés géneros diferentes de fungos fitopatogénicos:
Fusarium semitectum, F. oxysporum, F. oxysporum, F. verticilioides, Phomopsis
sojae e Cercospora kikuchii. Nenhuma das bactérias isoladas apresentou acao
antagonista aos fungos P. sojae e F. verticilioide. Entretanto, 18% dos isolados
bacterianos apresentaram antagonismo a pelo menos um dos seis fungos testados.

Em estudo realizado por Paz (2009), o autor isolou 28 estirpes de
bactérias endofiticas e verificou que 42,8% foram capazes de formar halos de
inibicdo do crescimento de Xanthomonas sp., in vitro, sendo identificadas como
Bacillus pumilis e Bacillus sp.

Silva et al. (2008) selecionaram isolados de bactérias endofiticas de
diferentes espécies e géneros obtidos de folhas e haste de tomateiro e pimentéo
para o controle da pinta bacteriana (Pseudomonas syringae) do tomateiro; as
espécies bacterianas mais eficazes na reducado da severidade da pinta bacteriana
foram Acinetobacter johnsonii, Bacillus pumilus, Paenibacillus macerans, Bacillus
sphaericus, B. amyloliquefaciens e Staphylococcus aureus. Mais de 50% dos
isolados eficazes na reducéo da severidade foram da espécie Bacillus pumilus.

Dalal e Kulkarni (2013) realizaram uma triagem de bactérias

endofiticas isoladas de soja indigena (CV.JS-353) para a atividade de antagonismo
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contra R. solani, F. oxysporum, S. rolfsii, C. truncatum, A. alternata e M. phaseolina e
verificaram que dos 31 isolados recuperados 12 apresentaram atividade de
antagonismo a pelo menos um dos seis fungos testados, com destaque para o
isolado JD3 (Pseudomonas sp.) que inibiu o crescimento de quatro patégenos (R.
solani, F. oxysporum, S. rolfsii e C. truncatum).

Polli et al. (2013) testaram o antagonismo, in vitro, de 4 bactérias
endofiticas isoladas de sabado-de-soldado (Sapindus saponaria) contra Didymella
bryoniae, agente causal do crestamento gomoso do caule em melancia. Os
resultados demonstraram que as bactérias apresentaram de 8,3% a 36,6% de
controle sob o fungo patogénico.

Bactérias podem realizar o antagonismo a microrganismos
fitopatogénicos através da sintese de biossurfactantes: surfactantes de origem
bioldgica. Estes sdo moléculas complexas que compreendem diferentes estruturas,
dentre as quais incluem-se os lipopetideos, os glicolipideos, as proteinas, os acidos
graxos e os fosfolipidios (AHIMOU et al., 2000).

Os surfactantes de origem microbiana apresentam varias vantagens
em relagdo aos surfactantes sintéticos: sintetizados em sua grande maioria a partir
do petroleo, tais como a biodegradabilidade, a baixa toxicidade, a biocompatibilidade
e a habilidade em serem produzidos a partir de substratos baratos e renovaveis, o
que os tornam compostos bastante atrativos (ROSENBERG, 1999; NITSCHKE;
PASTORE, 2002).

Os lipopeptideos apresentam baixo peso molecular e representam
uma classe de surfactantes microbiolégicos com crescente interesse cientifico,
terapéutico e biotecnologico. Estes compostos sdo produzidos por uma larga
variedade de microrganismos, na qual destaca-se o género Bacillus, que apresenta
grande atividade antimicrobiana (MULLIGAN, 2004). Segundo Nitschke et al. (2004),
a surfactina produzida por Bacillus subtilis, por exemplo, solubiliza os principais
componentes das membranas celulares microbianas, funcionando, dessa forma,
como antibiético. Essa caracteristica proporciona a esses microrganismos uma
maior chance de sobrevivéncia e uma maior competitividade na busca por
nutrientes. Além desse grupo, destacam-se também o grupo das iturinas A, CD e o
das bacilomicinas D, F e L (AHIMOU et al., 2000).

Monteiro et al. (2005) verificaram que a produ¢do de compostos

lipopeptidicos por Bacillus subtilis R14 foram efetivos no controle de Xantomonas
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campestris pv.campestris, agente causal da podriddo negra das cruciferas. Santos
(2004) demonstrou a atividade antimicrobiana de B. subtilis R14, tanto in vitro como
in vivo, contra Acidovorax avenae subsp. citrulli, agente causal da mancha aquosa
do meldo. Carvalho (2005) demonstrou a atividade antimicrobiana in vitro destes
compostos contra Agrobacterium tumefaciens, agente causal da galha-da-coroa em
leguminosas e contra Erwinia amylovora, agente causal da ferrugem de fogo em
cultivares de maca, péra, uva, dentre outros.

Outros compostos lipopeptidicos que tém sido estudados como
agentes antifungicos em virtude de seus potenciais de controle biolégico sdo os
burkholdines. Estes representam uma grande familia de lipopeptidios ciclicos isolado
a partir de estirpes de Burkholderia. Lin et al. (2000) observaram que B. ambifaria
2,2N tem forte atividade antimicrobiana, a qual foi verificada contra Phytophthora
infestans, Alternaria solani, Botrytis cinerea e Mycosphaerella figiensis. Como fonte
provavel da atividade antifungica contra esses microrganismos, os burkholdines sao
considerados estruturas essenciais para o desenvolvimento de novos produtos
antifungicos. Além disso, occidiofungins, obtidos a partir de B. contaminans, foram
recentemente mostrados serem quase idénticos a Burkholdines Bk-1229 e Bk-1097.
Além dessas, encontra-se na literatura outras estruturas de burkholdines com
potente atividade antifungica, tais como Bk-1119, Bk-1213 e Bk-1215 (LIN et al.,
2012). Assim como estes compostos, os occidiofungins sdo agentes antifungicos
potentes, os quais sao responsaveis pela degradagdo da membrana celular do
microrganismo patogénico. A extracdo desses lipopeptideos pode ser realizada
através de uma técnica que utiliza da combinagao de precipitagdo do sobrenadante
em meio acido e extracao do solvente com metanol (VATER et al., 2002).

Ja as proteinas sao estruturas que apresentam alto peso molecular
e podem ser obtidas através da separacdo de meios aquosos por precipitagao. Este
€ considerado um dos métodos mais tradicionais para a recuperagao e purificagcao
parcial dessas moléculas. Os precipitados de proteinas sdo agregados de moléculas
protéicas suficientemente grandes para serem decantados ou centrifugados. E uma
técnica de facil ampliagdo de escala e com viabilidade para operagdo continua a
custos aceitaveis para grandes volumes. Nessa técnica, a adigdo de sais neutros,
principalmente sulfato de aménio a elevadas concentragdes reduz a disponibilidade
da agua devido a hidratagao dos ions criando condi¢cdes para a precipitagédo, a qual

ocorre principalmente por interagao das zonas hidrofobas.
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Ainda que os testes de antagonismo in vitro com a utilizacdo desses
compostos nem sempre apresentem o mesmo resultado in vivo (FREITAS;
PIZZINATTO, 1991), ha os que defendem seu uso, com base no fato de que a
deteccdo de isolados com caracteristicas antagonicas eficientes pode facilitar uma
primeira selecado, ja que frequentemente se trabalha com um grande numero de
isolados (LUCON; MELO, 1999). Além disso, a pesquisa com bactérias endofiticas
oferece uma oportunidade inovadora para a descoberta de novas estirpes com

utilidade biotecnolégica como inoculantes biologicos.
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3. ARTIGO: BACTERIAS ENDOFITICAS ISOLADAS DE SOJA NO CONTROLE
IN VITRO DE PATOGENOS FUNGICOS E BACTERIANOS

3.1 RESUMO E ABSTRACT

RESUMO

Objetivos: testar o potencial de bactérias endofiticas isoladas de soja RR e
convencional no controle, in vitro, de Sclerotinia sclerotiorum, Phomopsis sojae,
Rhizoctonia solani, Xanthomonas axonopodis pv. glycines e Pseudomonas
savastanoi pv. glycinea. Além disso, caracterizar parcialmente o composto
responsavel pela atividade de antagonismo e, em longo prazo, desenvolver um
produto comercial para ser utilizado como inoculante para a protecao das culturas.
Metodologia e Resultados: 223 bactérias endofiticas foram isoladas de raizes,
caules e folhas de cultivares de soja e testadas quanto a atividade de antagonismo
contra S. sclerotiorum e P. sojae. Os 13 isolados que apresentaram atividade de
biocontrole a pelo menos um dos dois patdogenos foram identificados pelo
sequenciamento do gene 16S DNAr e tiveram seus sobrenadantes testados contra
os dois fungos acima citados, Rhizoctonia solani, Xanthomonas axonopodis pv.
glycines e Pseudomonas savastanoi pv. glycinea através do fracionamento com
sulfato de aménio e da extracdo do solvente com metanol, a fim de determinar se as
moléculas antifungicas e/ou antibacterianas eram proteinas ou lipopetideos,
respectivamente. A atividade de antagonismo do sobrenadante dos isolados foi
determinada através da mensuracio do halo trasnparente de inibicdo com auxilio de
régua milimetrada. Calculou-se a porcentagem de inibicdo do crescimento dos
patdgenos fungicos.

Conclusbes: Bacillus sp. e Burkholderia sp destacaram-se no controle dos
patdgenos utilizados neste estudo podendo serem considerados candidatos para o
desenvolvimento de inoculantes para a protecdo de culturas. O composto
responsavel pela atividade de antagonismo desses isolados, possivelmente, é de
origem peptidica.

Significancia e Impacto do Estudo: O estudo engloba a questdo ambiental dos
agroquimicos, pois enfatiza o controle biolégico como alternativa aos agentes

patogénicos, impactando na sustentabilidade agricola.
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Palavras-chave: Atividade de antagonismo. Controle Bioldgico. Interacdo planta-
bactéria.

POTENTIAL OF ENDOPHYTIC BACTERIA ISOLATED FROM SOYBEAN IN
CONTROL IN VITRO OF FUNGAL AND BACTERIAL PATHOGENS

ABSTRACT

Aims Test the potential of endophytic bacteria in control, in vitro, of Sclerotinia
sclerotiorum, Phomopsis. Sojae, Rhizoctonia solani, Xanthomonas axonopodis pv.
glycines and Pseudomonas savastanoi pv. glycinea. In addition, partially characterize
the compound responsible for antagonism activity and long term to develop a
commercial product to be used as inoculum for the protection of crops.

Methodology and Results: 223 endophytic bacteria were isolated from roots, stems
and leaves of soybean cultivars and tested for antagonistic activity against S.
sclerotiorum and P. sojae. The 13 isolates with biocontrol activity to at least one of
the two pathogens were were identified by 16S rDNA gene sequencing and had their
supernatants tested against both fungi mentioned above, Rhizoctonia solani,
Xanthomonas axonopodis pv. glycines and Pseudomonas savastanoi pv. glycinea by
ammonium sulfate fractionation and solvent extraction with methanol in order to
determine whether the antifungal and/or antibacterial proteins or molecules were
lipopetideos respectively. The antagonistic activity was determined by measuring the
trasnparente inhibition zone with the aid of a millimeter ruler. The percentage of
growth inhibition of the fungal pathogens were calculated.

Conclusions: Bacillus sp. and Burkholderia sp stood out in the control of pathogens
used in this study may be considered candidates for the development of inoculants
for crop protection. The compound responsible for the antagonism activity of these
isolates is possibly peptide origin.

Significance and Impact of the Study: The study encompasses the environmental
issue of agrochemicals, it emphasizes the biological control as an alternative to

pathogens, impacting on agricultural sustainability.

Key-words: Antagonism activity. Biological control. Plant-bacteria association.
3.2 INTRODUCAO
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A soja (Glycine max L. Merril) € uma das culturas mais importantes
no Brasil. Na safra 2013/14, a area plantada da oleaginosa no pais foi de
aproximadamente 30,1 milhées de hectares, com uma produg¢do de cerca de 86,2
milhdes de toneladas (CONAB, 2014). No entanto, perdas significativas na
produtividade ocorrem anualmente, entre 15 a 20% do rendimento, devido a
ocorréncia de doencas. No Pais, cerca de 40 doengas causadas por fungos,
bactérias, nematodides e virus tém sido relatadas (identificadas) para a cultura, dentre
as quais se incluem o crestamento bacteriano (Pseudomonas savastanoi pv.
glycinea), a pustula bacteriana (Xanthomonas axonopodis pv. glycines), o mofo-
branco (Sclerotinia sclerotiorum), a seca da haste e do caule (Phomopsis. sojae) e o
crestamento ou requeima (Rhizoctonia solani). Esse numero tende a aumentar
devido a expansao da soja em novas areas de cultivo e também como consequéncia
da monocultura. Dessa forma, estratégias para o controle de doengas séao
necessarias para proteger a cultura.

O uso de agroquimicos sintéticos no controle de microrganismos
patogénicos de plantas ainda € o método que prevalece entre os agricultores. No
entanto, essa pratica traz o risco de causar graves danos ambientais, como efeitos
prejudiciais sobre a microflora do solo, perigo para a saude dos seres humanos,
toxicidade para animais ndo-alvo e poluicdo ambiental.

Alguns métodos alternativos para o controle de doencgas fungicas e
bacterianas sao o desenvolvimento de variedades resistentes, técnicas agronémicas
especificas e o uso de estratégias de controle bioldgico. O interesse para o controle
biolégico de patdogenos de plantas tem aumentado na ultima década, especialmente
devido a importancia do uso de alternativas ecoldgicas para o uso extensivo de
pesticidas quimicos no combate dessas doencgas (HYNES; BOYETCHKO, 2006). O
uso de produtos naturais pode ser uma forma de reduzir esses riscos e perigos
causados pelos defensivos quimicos. (JAMALIZADEH et al., 2008;. PIMENTA et al.,
2010).

O biocontrole emerge ndo somente como uma alternativa viavel aos
pesticidas quimicos, mas também por proporcionar controle de doengas que nao
podem ser administradas (ou parcialmente) por outras estratégias de controle. O uso
de microrganismos benéficos (biopesticidas) é considerado como um dos métodos
mais promissores para praticas de manejo mais racional e seguro (BERIC et al.,
2012).
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Bactérias endofiticas sdo microrganismos que habitam, pelo menos
por um periodo de seu ciclo de vida, o interior de um vegetal, podendo contribuir
para a sanidade e o crescimento de seu hospedeiro, sem causar efeitos negativos
sobre o desenvolvimento da cultura (BERG; HALLMANN, 2006; TAGHAVI et al.,
2009;. BALDOTTO et al., 2010;. MELNICK et al., 2011;. DALAL; KULKARNI, 2013).

Bactérias dos géneros Bacillus, Streptomyces, Pseudomonas,
Burkholderia e Agrobacterium s&o os agentes de controle biolégico
predominantemente estudados e comercializados (FRAVEL, 2005). A atividade
antifungica e antibacteriana contra diferentes fitopatogénicos pode ocorrer devido a
produgdo microbiana de proteinas, peptideos, lipopeptideos, bacteriocins ou
metabdlitos secundarios. Para cada um destes compostos ha um procedimento que
deve ser utilizado para precipitar, extrair e purificar a molécula responsavel para sua
posterior caracterizagao, como a precipitacao com sulfato de aménio e a acidificacao
e precipitagdo com metanol, seguido pela cromatografia liquida (DAWNSON;
ELLIOTT; JONES, 1969; VATER et al., 2002)

O objetivo do presente estudo foi investigar a capacidade de
bactérias endofiticas cultivaveis isoladas de soja para o controle, in vitro, de doengas
fungicas e bacterianas da cultura. Além disso, caracterizar, parcialmente, os
compostos responsaveis pela atividade anti-microbiana e, a longo prazo,
desenvolver produtos comerciais para 0 uso como inoculantes para proteger as

culturas.

3.3 MATERIAL E METODOS

3.3.1 Material Vegetal

Cultivares de soja, cultivadas em quatro locais diferentes, foram
utilizadas para o isolamento bacteriano. Coletaram-se, ao acaso, trés plantas de
cada cultivar em cada local experimental no estadio de desenvolvimento R6
(FARIAS; NEPOMUCENO; NEUMAIER, 2007). As cultivares coletadas foram: BRS
361 e BRS 245 RR obtidas em Ponta Grossa/PR (25°05'42"S, 50°09'43"W); BRQO9-
11694 e BMX Energia em Guarapuava/PR (25°23'43"S, 51°27'29"W) e em Campos
Novos/SC (27°24'06"S, 51°13'30"W) - essas cultivares pertenciam a ensaios de

Valor de Cultivo e Uso (VCU) da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria —
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Soja (Embrapa) - e as cultivares TMG 801 e NK7059 RR obtidas em Cascavel/PR
(24°57'21"S, 53°27'19"W), pertencentes a ensaios de VCU da Cooperativa Central
de Pesquisa Agricola (Coodetec). Os materiais foram acondicionados em sacos
plasticos e transportados ao laboratério de biotecnologia da Universidade Estadual
de Londrina (UEL) para a esterilizagdo dos tecidos, isolamento dos microrganismos

e realizagao dos testes.
3.3.2 Coleta das Amostras de Folhas, Raizes e Caule

As amostras de folhas, raizes e caule das plantas, coletadas em
triplicata, foram submetidas a lavagens seriadas com agua, alcool 75%, hipoclorito
(2%) e solucédo salina de fosfato esterilizado (PBS - 1,44 g de Na;HPOy4; 0,24 g de
KH,POy4; 0,20 g de KCI; 8,00 g de NaCl; pH 7,4). As amostras foram pesadas e
maceradas em 1 mL de tampao PBS. As suspensdes obtidas foram utilizadas para
contagem e isolamento a partir da diluicdo seriada (1:10, v:v) em tampao PBS até a
diluigdo 10, segundo a metodologia de Débereiner, Baldani e Baldan (1995); as
diluicbes subsequentes foram inoculadas em meio de cultura sélido sendo trés
repeticdes por diluicdo. Para o controle da desinfecgao dos tecidos, foram realizados
testes com amostras das plantas, colocando-as nas placas de Petri e observando-se
a auséncia de crescimento de fungos e bactérias no meio. Os meios de cultivo
utilizados foram o Nutrient Agar (NA) acrescido de glicerol 20%, e Trypticase Soy
Agar (TSA), de acordo com a metodologia de Kado e Heskett (1970) e Débereiner,
Baldani e Baldan (1995), respectivamente.

3.3.3 Isolamento das Bactérias Endofiticas

Apos a incubacgao, as colbnias foram estriadas, individualmente, em
placas de Petri contendo os mesmos meios que haviam sido cultivadas
anteriormente, incubadas a 30 °C por 2 a 3 dias e, em seguida, armazenadas a 4 °C.
Posteriormente, colbnias escolhidas ao acaso isoladas nos meios NA e TSA, foram
cultivadas em meio liquido Nutrient Broth (NB) e Caldo Triptona Soja (TSB),
respectivamente, por 18 h a 30 °C sob agitagdo constante. Cada isolado bacteriano

foi suspenso com glicerol esterilizado 15% e armazenados a - 80 °C.
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3.3.4 Isolados Patogénicos Utilizados no Estudo

A atividade antagonista de bactérias endofiticas foi determinada
contra nove fitopatdgenos em dois experimentos.

As bactérias utilizadas neste estudo (Xanthomonas axonopodis pv.
glycines NCPPB 3658, Xanthomonas axonopodis pv. glycines IBSBF 327-NCPPB
3658, Xanthomonas axonopodis pv. glycines IBSBF 333-NCPPB 3659,
Pseudomonas savastanoi pv. glycinea LMG 5066, Pseudomonas savastanoi pv.
glycinea IBSBF 355 e Pseudomonas savastanoi pv. glycinea IBSBF 1462) foram
obtidas a partir da Colecdo de Culturas do Centro Internacional de Engenharia
Genética e Biotecnologia (ICGEB), Trieste, Italia. As estirpes bacterianas foram
mantidas em NA e o meio LB foi usado como meio de crescimento. A temperatura
de crescimento para ambos os géneros foi de 30 °C.

Os fungos utilizados neste estudo (Sclerotinia sclerotiorum e
Phomopsis sojae) foram obtidos a partir da Universidade Estadual de Londrina,
Parana, Brasil e Rhizoctonia solani foi obtido a partir da colecdo de Cultura da
Universidade de La Plata, La Plata, Argentina. Uma cultura de estoque de cada
patdgeno foi mantida, em Potato Dextrose Agar (PDA) a 4 °C. A cultura de trabalho
foi estabelecida através da transferéncia de um pedag¢o do material estocado para

placas de Petri e incuba a 25 °C.

3.3.5 Atividade de Antagonismo In Vitro (1)

Os fungos utilizados no ensaio preliminar da atividade antifungica
foram Sclerotina sclerotiorum e Phomopsis sojae. Para a determinagéo da atividade
antifungica de todos os 223 isolados bacterianos contra esses patégenos, espalhou-
se uma solugcdo do fungo em meio LB agar e inoculou-se um pedago do agar
contendo a bactéria endofitica sobre a solu¢do fungica, mensurando-se o tamanho
do halo de inibicdo. Em detalhes: a cultura do fungo foi crescida em placas de Petri
em meio PDA por 4 dias a 25 °C. No terceiro dia, a estirpe bacteriana a ser testada
para o antagonismo foi inoculada em meio liquido NB e mantida a 30 °C durante a
noite. No quarto dia, o fungo foi ressuspendido em 2 ml de PBS (100 mM fosfato de
sédio pH 7.2, 10 g/l NaCl, 0.25 g/l KCI) e 100 ul da suspenséao foi espalhada em

placas contendo PDA. No dia seguinte 50 ul da cultura bacteriana foi espalhada em
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placas com meio LB agar. Depois da incubagcdo noturna, um pedago de
aproximadamente 1 cm? da bactéria foi cortado com alca estéril e inoculado sobre a
solugdo do fungo que havia sido espalhado. As placas foram entdo incubadas a 25-
28 °C durante 4-5 dias. Um halo claro formado em torno das colénias indica a
atividade de antagonismo. Os isolados foram classificados em: (-) auséncia de halo,
ou auséncia de atividade; (+) halo pequeno (1-2 mm), pouca atividade; (++) halo
médio (3-4 mm), atividade mediana; (+++) halo grande (superior a 4 mm), alta

atividade.

3.3.6 Caracterizacao Genotipica dos Isolados

Isolados selecionados que apresentaram atividade de antagonismo
a pelo menos um dos fungos previamente testados foram submetidos a analise
filogenética do gene 16S DNAr. O DNA genbmico dos isolados foi extraido
utilizando-se o PureLink® Genomic DNA Mini Kit (Life Technologies). O gene 16S
DNAr foi parcialmente amplificado em reagdes de PCR utilizando os primers 338F e
778R como descrito na literatura (LANE, 1991; ANZAI; KUDO; OYAIZU, 1997). A
sequéncia de nucleotideos foi determinada através do sequenciamento dos produtos
da PCR, purificados com o PureLink® Quick Gel Extraction Kit (Life Technologies),
realizado pela empresa Macrogen (Macrogen Inc., Seoul, South Korea). As
sequéncias foram comparadas e analisadas com outras sequéncias presentes no
GenBank database utilizando o programa BLAST disponivel no website do NCBI
(National Center for Biotechnology Information) (http://www.ncbi.nim.nih.gov). Os
alinhamentos multiplos das sequéncias (Clustal W), bem como a construgdo das
arvores filogenéticas (parametros padrao, algoritmo neighbor-joining) foram
esquematizados no programa MEGA v. 6.0 (www.megasoftware.net/). Suporte
estatistico para os n6s da arvore foi avaliado por analises de bootstrap com 1000

amostras.
3.3.7 Precipitacdo em Meio Acido e Extracdo do Solvente com Metanol
Os 13 isolados bacterianos foram cultivados em 200 ml de meio NB

por 24 horas a 30 °C/150 rpm e centrifugados por 20 min/4500 rpm a 4 °C para a

remogao das células e o sobrenadante da cultura foi utilizado para extragao de



40

lipopeptideos com metanol. A acidificacdo foi realizada através da adigao de HCI
concentrado até atingir o pH da solugado para 2,0.A solugdo foi mantida a 4 °C
durante a noite para permitir a formacdo do precipitado. Posteriormente, outra
centrifugagédo foi realizada para obter o pellet (20 min/4500 rpm/4 °C). O
sobrenadante foi descartado e o pellet foi extraido com metanol por 2 h sob agitacéo
constante.O metanol foi filtrado para a remogdo dos materiais restantes e
evaporado. Toda a fragao obtida depois da evaporacao do metanol foi dissolvida em
fosfato buffer pH 7,0 e testada para a atividade contra os isolados fitopatogénicos
usados no estudo (item 3.3.4) (VATER et al., 2002).

3.3.8 Precipitacdo com Sulfato de Amédnio

As bactérias endofiticas foram cultivadas durante uma noite em 500
ml de meio NB a 30 °C/150 rpm. Posteriormente, foram centrifugadas por 30
min/4500rpm a 4 °C. Adicionou-se o sulfato de aménio ao sobrenadante até obter
uma saturagao de 60% (DAWNSON; ELLIOTT; JONES, 1969). A solucao foi agitada
até que o sal se dissolvesse, e conservada durante uma noite a 4 °C.
Posteriormente as amostras foram centrifugadas (30 min/4500rpm/4 °C) e o pellet
ressuspenso em fosfato buffer pH 7,0 e armazenado a 4 °C e testado contra os

isolados fitopatogénicos usados no estudo (item 3.3.4)

3.9 ATIVIDADE DE ANTAGONISMO IN VITRO (2)

3.9.1 Atividade Antibacteriana

A atividade antibacteriana dos isolados foi determinada pelo método
de difusdo em pogos modificado (HARRIS et al., 1989). Xag e Psg foram crescidas
por 24h em meio liquido PSA e KB, respectivamente. Inoculou-se 100 pL da solucao
em 15 mL dos respectivos meios (0,75% de agar) e verteu-se em placas de Petri
que continham o meio NA. 50 uL do extrato bacteriano endofitico foram pipetados
em pocgos circulares de 5 mm de diametro formados anteriormente. As placas foram
incubadas em BOD a 30 °C por 2-3 dias. O halo de inibicdo foi mensurado com o
auxilio de régua milimetrada. O controle negativo foi realizado utilizando solugéo

tampao fosfato a pH 7,0.
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3.9.2 Atividade Antifungica

Os efeitos de inibicdo do crescimento micelial foram estimados
através da inibicdo do crescimento radial. Dividiu-se o meio PDA da placa de Petri
em duas partes idénticas. Em uma das metades foi pipetado 500uL do extrato do
sobrenadante e espalhado com alca de Drigalski. 1 cm? de meio contendo o fungo
foi colocado sobre a superficie com o extrato espalhado. O controle foi realizado na
outra metade da placa, realizando-se a inoculagdo de 1 cm? do meio contendo o
fungo sobre o meio PDA. As placas foram mantidas a temperatura ambiente durante
7 dias e o halo foi mensurado. A porcentagem de inibicao foi determinada de acordo
com a seguinte formula: Pl (%) =CC-CI/CC x 100, onde CC é o didmetro do

crescimento do controle e Cl é o didmetro do crescimento do isolado.

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de 223 bactérias endofiticas foram obtidas neste estudo
através do isolamento de plantas de soja convencional ndo transgénica (C) e
transgénica ressistente ao glifosato (GR) cultivadas durante a safra 2013/2014 em
quatro ensaios de campo diferentes, em varias localidades, no sul do Brasil
(KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2005; HUNG; ANNAPURNA, 2004; ARANTES et al.,
2007). O seguinte numero de isolados foi recuperado de cada local de amostragem:
Cascavel (PR) 85 (38,1%), Ponta Grossa (PR) 81 (36,3%), Guarapuava (PR) 26
(11,7%) e Campos Novos (SC) 31 (13,9%). Além disso, 58 (26,0%) foram
recuperados a partir do caules, 59 (26,5%) a partir de folhas e 106 de raizes
(47,5%).

Entre o total dos 223 isolados, 130 estirpes (58,3) foram
recuperadas a partir de soja resistente a herbicida e 93 (41,7%) a partir de soja
convencional ndo transgénica.

A atividade antagonista de todos os 223 isolados foi testada contra
Sclerotinia sclerotiorum e Phomopsis sojae. Apenas 13 (5,83%) mostraram atividade
antagonista para, pelo menos, um dos patégenos testados (Tabela 3.1). Observou-
se que duas destas bactérias pertencentes ao género Burkholderia se destacaram
sobre as demais, devido a alta atividade antagonista contra os dois fungos testados.

Além da Burkholderia sp., uma cepa de Bacillus sp. destacou-se devido a alta
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atividade de antagonismo contra S. sclerotiorum. Outros géneros também foram
identificados com a atividade antagonista contra S. sclerotiorum, mas com zonas de
inibicdo inferiores as observadas nos géneros acima mencionados (Tabela 3.1).

Trés isolados foram recuperados exclusivamente em soja
convencional ndo transgénica: Enterobacter ludwigii (7,7%), Burkholderia sp.
(23,1%) e Bacillus sp. (7,7%); dois exclusivamente de soja transgénica resistente ao
glifosato: Agrobacterium tumefaciens/Rhizobium sp. (7,7%), e Pantoea sp. (7,7%); e
dois em ambas as tecnologias: Enterobacter sp. (30,8%) e Variovorax sp. (15,4%)
(Figura 3.1).

O sobrenadante das 13 bactérias endofiticas previamente
selecionadas foi utilizado para o antagonismo contra os fungos fitopatogénicos S.
sclerotiorum, P. sojae e R. solani e também contra as bactérias fitopatogénicas
Xanthomonas axonopodis pv. glycines e Pseudomonas savastanoi pv. glycinea
(Figuras 3.2 e 3.3).

Metodologias baseadas em cultivos de bactérias em meios de
cultura para a identificacdo de grupos funcionais envolvidos na atividade antagbnica
tém sido focadas na taxa bacteriana de bactérias que sao facilmente cultivadas em
meio de cultura e que permitem a analise genética. A maioria dos isolados
bacterianos endofiticos que apresentaram atividade antagbnica (ou seja, 13
bactérias em um total de 223), foram obtidas de um meio de cultura semi seletivo
para determinados grupos ou espécies de bactérias que apresentam atividade
antagbnica a patdgenos fungicos de plantas.

O dendograma construido a partir das sequéncias do gene 16S
DNAr obtidas das 13 endofiticas selecionadas esta apresentado na Fig. 3.4. A
maioria dos 13 isolados que apresentaram atividade antifungica a patégenos de soja
que foram recuperados de diferentes tecidos de soja convencional (C) e transgénica
resistente a glifosato (GR) foram distribuidos em dois grupos separados (I e Il)
(Figura 3.4). O grupo | agrupou isolados obtidos tanto de plantas transgénicas
quanto de convencionais (4 de plantas GR e 3 de plantas C), enquanto que o grupo
Il agrupou quase que exclusivamente as endofiticas isoladas de plantas
convencionais, excetuando-se o isolado 5. Os isolados 9 e 10 apresentaram 100%
de similaridade.

Nenhum dos sobrenadantes das estirpes do género Enterobacter

sp., Pantoea sp. e Agrobacterium tumefaciens ou Rhizobium sp., os quais haviam
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demonstrado de baixa a média atividade no teste anterior, mostraram qualquer
atividade contra os trés fungos testados quando o sobrenadante foi processado com
os dois métodos para a extragao/precipitagdo das moléculas ativas. Isto sugere que,
para estas bactérias, um mecanismo in vivo € necessario para determinar o
antagonismo.

O sobrenadante dos isolados 6 e 12 (Variovorax sp.) mostrou uma
pequena percentagem de inibigdo da atividade antifungica contra S.sclerotiorum e
P.sojae, variando de 6,67% a 31,03%; no entanto, ndo mostrou nenhuma atividade
contra R. Solani sp. Variovorax sp. € um importante género de bactérias que ja foi
avaliado como promotor de crescimento de plantas e cujo genoma ja foi
sequenciado (HAN et al., 2011).

Os testes de atividade antagdnica utilizados neste estudo sugerem
que o complexo fendmeno da supressividade de doenga ndo pode ser simplesmente
atribuido a um unico taxon bacteriano ou grupo, mas sim ser regido por consoércios
microbianos. Apesar do fato de que estirpes de bactérias carecem de atividade
contra alguns patdgenos quando testadas sozinhas, estas podem atuar de forma
sinérgica quando parte de um consércio microbiano (MENDES et al., 2011). Isto
sugere que os enddfitos que apresentaram uma pequena percentagem de inibicao
ainda podem ser utilizados em conjunto com outras estirpes devido ao seu
conhecido potencial como promotores no crescimento da planta.

O sobrenadante dos isolados 7 (Bacillus sp.), 8, 9 e 10 (Burkholderia
sp.) apresentou uma elevada percentagem de inibicao, variando de 71,43% a 100%.
A analise filogenética das sequéncias do gene 16S DNAr revelou que as estirpes de
Burkholderia sp. numero 9 e 10 mostraram sequéncias estreitamente relacionadas
(Figura 3.4). Todos os isolados apresentaram valores semelhantes de percentagem
de inibicdo de ambas as técnicas - extragdo com metanol e precipitagdo com sulfato
de amodnio - 0 que sugere que o composto ativo(s) pode ser precipitado com ambos
os métodos e sdo provavelmente de origem peptidica.

Em muitos processos metabdlicos bacterianos, bactérias segregam
algumas proteinas ou lipopeptideos ativos, o que poderia controlar os patdgenos
causadores de doengas de plantas. Kang et al. (2004), analisando o isolamento e
caracterizagado de uma estirpe Burkholderia (MSSP) que segrega um composto anti-

fungico contra S. sclerotiorum, descobriram que o principal modo de agéo do isolado
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de Burkholderia sp. no seu estudo parecia ser o antagonismo pela producao de 2-
hidroximetil-cromano-4-ona.

Nenhum dos sobrenadantes da estirpe do género Enterobacter sp.,
Pantoea sp., Variovorax sp. e Agrobacterium tumefaciens ou Rhizobium sp.
mostraram qualquer atividade contra Xanthomonas sp. e Pseudomonas sp
estudadas. Contudo, dois dos trés isolados pertencentes a Burkholderia sp. e
Bacillus sp. exibiram atividade antimicrobiana contra pelo menos um isolado de
Xanthomonas axonopodis pv. glycines ou Pseudomonas savastanoi pv. glycinea.
Além disso, Burkholderia sp. mostrou atividade apenas contra Xanthomonas sp. e
Bacillus sp. contra ambas as bactérias fitopatogénicas utilizadas neste estudo.

Beric et al. (2012) estudou 203 isolados de Bacillus para o
antagonismo contra varias bactérias fitopatogénicas e constatou que nenhum dos
sobrenadantes das estirpes de Bacillus mostraram qualquer atividade contra
Pseudomonas aeruginosa e outras, o que difere dos resultado encontrados neste
estudo. No entanto, a maioria deles exibiram atividade antimicrobiana muito forte
contra Xanthomonas oryzae pv. oryzae, com zonas de inibicdo variando de 4 a 12
mm, resultados semelhantes aos encontrados no presente trabalho. Monteiro et al.
(2005) relataram que lipopeptideos produzidos por Bacillus subtilis R14 sao eficazes
no controle de Xanthomonas campestris pv. campestris, agente causal da podridao
negra das cruciferas. Lipopeptideos produzidos por Bacillus sdo lineares ou de
natureza ciclica e podem ser divididos em trés familias, iturin, fengycin e surfactina.
Eles frequentemente contem alguns residuos de aminoacidos, que sao unicos e,
normalmente, ndo sado encontrados em proteinas, com elevada estabilidade ao pH,
de calor, e de protease (KAVITHA et al., 2005).

Além disso, existem algumas proteinas que também tém efeito
inibitério. Uma proteina secretada por B. subtilis SO113 foi relatada por ter uma
atividade antimicrobiana de largo espectro contra Xanthomonas oryzae pv. oryzae,
incluindo sete ragas do patdgeno, na China (LIN et al., 2001). No nosso estudo,
provavelmente, a estirpe 7 (Bacillus sp.) produz ambas as moléculas, que podem ser
responsaveis pela atividade antagonista. Muitas cepas do género Bacillus e/ou seus
metabolitos sdo estudados visando um método alternativo ou complementar na
protecdo de plantas em comparagdo ao método quimico de controle (PENGNOO et
al., 2000; ABANDA et al., 2006).
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O sobrenadante dos isolados 9 e 10 (Burkholderia sp.) apresentou
atividade antibacteriana apenas contra Xanthomonas sp. e variando de acordo com
o método de extragdo utilizado; o isolado 9 mostrou alta atividade, mas apenas
quando o sobrenadante foi extraido com precipitacdo com sulfato de aménio; no
entanto, o isolado 10 mostrou baixa atividade, apenas com extracdo com metanol
(Figura 3.3). Isto sugere que a molécula responsavel pela atividade antibacteriana
do isolado 9 €& provavelmente uma proteina; e, possivelmente, a molécula
responsavel pela atividade antibacteriana do isolado 10 € um lipopeptideo. Isso sera
confirmado em estudos futuros, utilizando a técnica de cromatografia liquida. Ficou
claramente demonstrado e confirmado que Bacillus sp. estdo entre os
microrganismos mais eficazes no controle de varios patdogenos causadores de
doencas nas plantas e provaram serem potencialmente Uteis para serem utilizados
como agentes de biocontrole (NAGORSKA et al., 2007).

Embora, em certos casos, a mistura de diferentes estirpes nao tem
efeito sinérgico, a aplicagdo do/a inoculagdo com uma mistura de bactérias
promotoras do crescimento de plantas pode abrir novas perspectivas para o
biocontrole e estratégias de bioinoculagdo. Trichoderma virens GL 21, por exemplo,
aplicado como uma formulagao granular, em combinagao com Burkholderia cepacia
BC-1 ou B. ambifaria BC-F aplicada como um tratamento de semente melhorou
significativamente a supressdo de murchiddo do pepino causado por Rhizoctonia
solani quando comparado a aplicagbes individuais desses microrganismos
(ROBERTS et al., 2005). Assim, para aumentar a eficacia de biocontrole e
consisténcia no desempenho, a utilizacdo de varias estirpes do mesmo
microrganismo antagonista, ou uma combinacdo de diferentes espécies de
biocontrole deve ser levada em consideracdo (ALABOUVETTE; LEMANCEAU,
1998; GUETSKY et al., 2002). Esta combinagao pode ser estudada no futuro com
nossos isolados de Burkholderia e Bacillus que apresentaram atividade antifungica e
antibacteriana.

Embora os ensaios de antagonismo in vitro nem sempre
proporcionam os mesmos resultados in vivo (FREITAS; PIZZINATTO, 1991), este
estudo é de fundamental importancia uma vez que reduz o numero total de bactérias
a serem testadas nas condi¢des de campo, tal como sugerido por outros autores
(LUCON; MELO, 1999). Além disso, pesquisas com bactérias endofiticas



46

proporcionam uma nova oportunidade para a descoberta de novas linhagens com

potencial biotecnoldgico para serem utilizadas como inoculante microbiano.

3.5 CONCLUSAO

Dentre as bactérias endofiticas isoladas de plantas de soja, uma
estirpe de Bacillus sp.(7) e trés de Burkholderia sp. (8, 9 e 10) demonstraram a
atividade antagonista mais relevante e significativa em relagdo aos agentes
patogénicos utilizados neste estudo. Os resultados preliminares de extragdo e/ou
precipitacdo dos compostos ativos responsaveis pela atividade antagonista dos
isolados que pertencem ao género Bacillus e Burkholderia sugerem que eles podem
ser de origem peptidica. Este aspecto sera investigado por meio de técnicas de
cromatografia e analise de espectrometria de massa.

Estes isolados podem ser considerados candidatos potenciais para
estudos in vivo e, posteriormente, serem utilizados no desenvolvimento de

inoculantes visando a protecdo das culturas.
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Tabela 3.1 - Atividade antifungica in vitro de bactérias endofiticas de soja contra
Sclerotinia sclerotiorum e Phomopsis sojae.

Isolado Possivel género Cultivar  Tecido S. sclerotiorum P. sojae
1 Enterobacter ludwigii (99%) C Raiz ++ -
2 Enterobacter sp. (99%) C Raiz + -
3 Enterobacter sp. (99%) C Raiz + -

Agrobacterium tumefaciens (97%)/
4 GR Caule + -
Rhizobium sp. (96%)

5 Enterobacter sp. (97%) GR Folha + -
6 Variovorax sp. C Raiz ++ -
7 Bacillus sp. (95%) C Caule +++ -
8 Burkholderia sp. (99%) C Raiz +++ +++
9 Burkholderia sp. (99%) C Raiz +++ -
10 Burkholderia sp. (99%) C Raiz +++ 4+
11 Pantoea sp. (93%) GR Folha + -
12 Variovorax sp. (88%) GR Folha ++ -
13 Enterobacter sp. (95%) GR Raiz + -

Atividade de antagonismo: Classificacdo dos isolados de acordo com o tamanho do halo, em que: (-)
auséncia de halo ou auséncia de inibigdo; (+) halo pequeno (1-2 mm), pouca atividade; (++) halo
médio (3-5 mm), atividade mediana; (+++) halo grande (superior a 5 mm), alta atividade. Cultivares: C
- soja convencional ndo transgénica; GR - soja transgénica resistente ao glifosato.
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Figura 3.1 — Bactérias endofiticas isoladas de soja convencional ndo transgénica (C)
e de soja transgénica resistente ao glifosato (GR) que apresentaram
atividade antifungica contra patégenos da soja.
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Figura 3.2 — Atividade antagonista do sobrenadante de bactérias endofiticas
extraido com metanol (MeOH) e precipitado com sulfato de amdnio
(NH4-S) contra Sclerotinia sclerotiorum (SS), Phomopsis sojae (PS)
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Figura 3.3 — Atividade antagonista do sobrenadante de bactérias endofiticas extraido com metanol (MeOH) e precipitado com
sulfato de aménio (NH4-S) contra Xanthomonas axonopodis pv. glycines 49, 61 e 62 (49Xag, 61Xag e 62Xag) e
Pseudomonas savastanoi pv. glycinea 45, 60 e 77 (45Psg, 60Psg e 77Psg).
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Figura 3.4 — Arvore filogenética obtida pelo método do algoritmo neighbor-joining

construida utilizando as sequéncias do gene 16S DNAr obtidas de
bactérias endofiticas isoladas de diferentes tecidos de soja
convencional e transgénica resistente a glifosato. Os valores em cada
ramo representam porcentagens de 1.000 réplicas bootstrap.
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APENDICE A

Teste preliminar de antagonismo das bactérias endofiticas isoladas de soja contra

Phomopsis sojae.
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APENDICE B

Teste preliminar de antagonismo das bactérias endofiticas isoladas de soja contra

Sclerotinia sclerotiorum.
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APENDICE C

Teste de antagonismo do sobrenadante das bactérias endofiticas isoladas de soja

contra os patégenos fungicos de soja A) Phomopsis sojae, B) Sclerotinia

sclerotiorum e C) Rhizoctonia solani.
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APENDICE D

Teste de antagonismo do sobrenadante das bactérias endofiticas isoladas de soja

contra os patdgenos bacterianos de soja A) Xanthomonas axonopodis pv. glycines e

B) e C) Pseudomonas savastanoi pv. glycinea.




