Universidade
Estadual de LondRina

ALLAN YUKIO HIGASHI

ANTAGONISMO DA CEPA LABIM22 DE Bacillus velezensis FRENTE
A FUNGOS FITOPATOGENOS E BIOCONTROLE DO MOFO
BRANCO EM SEMENTES DE SOJA

Londrina
2020



ALLAN YUKIO HIGASHI

ANTAGONISMO DA CEPA LABIM22 DE Bacillus velezensis FRENTE
A FUNGOS FITOPATOGENOS E BIOCONTROLE DO MOFO
BRANCO EM SEMENTES DE SOJA

Dissertacao apresentada ao Programa de
Pés graduacdo em  Agronomia da
Universidade Estadual de Londrina, como
requisito parcial a obtengdo do titulo de
Mestre em Agronomia.

Orientadora: Prof2. Dr2 Maria Isabel Balbi-
Pena

Coorientador: Prof. Dr. Admilton Gongalves
de Oliveira Junior

Londrina
2020



Ficha de identificagdo da obra elaborada pelo autor, através do Programa de Geracéo
Automatica do Sistema de Bibliotecas da UEL

H634a  Higashi, AllanYukio.

Antagonismo da cepa LABIM22 de Bacillus velezensis frente a fungos
fitopatégenos e biocontrole do mofo branco em sementes de soja / AllanYukio
Higashi. - Londrina, 2020.

82 1. :il.

Orientador: Maria Isabel Balbi-Pena.

Coorientador: Admilton Gongalves de Oliveira Junior.

Dissertagdo (Mestrado em Agronomia) - Universidade Estadual de Londrina,
Centro de Ciéncias Agrarias, Programa de P6s-Graduagao em Agronomia, 2020.

Inclui bibliografia.

1. Bioativos - Tese. 2. Controle biolégico - Tese. 3. Mofo branco - Tese. .
Balbi-Pena, Maria Isabel . Il. Oliveira Janior, Admilton Gongalves de . Il
Universidade Estadual de Londrina. Centro de Ciéncias Agrarias. Programa de
Pés-Graduagdo em Agronomia. IV. Titulo.

CDU 63



http://www.tcpdf.org

ALLAN YUKIO HIGASHI

ANTAGONISMO DA CEPA LABIM22 DE Bacillus velezensis FRENTE
A FUNGOS FITOPATOGENOS E BIOCONTROLE DO MOFO
BRANCO EM SEMENTES DE SOJA

Dissertacao apresentada ao Programa de
P6s graduagdo em Agronomia da
Universidade Estadual de Londrina, como
requisito parcial a obtencdo do titulo de
Mestre em Agronomia.

BANCA EXAMINADORA

Prof 2. Orientadora: Prof2. Dr2 Maria Isabel
Balbi Pena
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Prof2. Dr@ Katia Regina F. Schwan-Estrada
Universidade Estadual de Maringa - UEM

Dr2 Viviane Yumi Baba
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Londrina, 19 de fevereiro de 2020.



Dedico este trabalho aos meu Pais Armando e
Ivete Higashi, meus irm&dos Amanda e Daniel e
especialmente a minha tia Sandra (in memorian)

e minha prima Takiko Narita.



AGRADECIMENTOS

A Prof® Maria Isabel Balbi Pefia pela orientacdo, conhecimentos
transmitidos e amizade desde a graduacéao.

Ao Prof Admilton Gongalves de Oliveira Junior, pela orientacao,
conhecimentos transmitidos, pelo bons momentos e amizades desde os meus
primeiros anos da graduacéo.

Agradecimento especial a minha tia Sandra Narita (/n memoriam),
minha segunda méae, quem me criou e tornou o0 sonho da minha formagéo possivel,
por todos os dias em que vi seu sorriso me acolher, por cada conversa e conselho,
obrigado tia! Vocé tem feito uma falta imensa em minha vida.

Aos meus primos Luiza Takiko Narita, Claudio Narita e Edson Narita
pelos anos em que moramos juntos e por me acolherem de coragdao em seu lar, sou
eternamente grato pelo que fizeram por mim.

Aos meus pais Armando Fumio Higashi e Ivete Hiroko Fujihara
Higashi que ndo mediram esforgos para que eu chegasse até aqui.

Aos meus irmaos Daniel e Amanda Higashi que sempre me ajudaram
e me acompanharam nesta longa jornada.

Aos amigos José Victor Fritas dos Santos, Natalia Momesso,
Henrique Shishido, Gabriele Eler, Fernando Kubo, Katia Kawai, Murilo Napoli e Silas
Mian.

Ao Gabriel Shimizu, que me auxiliou na parte estatistica de todo o
trabalho.

A Isabela Naomi Maeoka, obrigado pelo amor, carinho e dedicacéo
nestes anos.

Aos amigos do LABIM e do LEBA que estiveram sempre comigo na

bancada.

Muito obrigado a todos, eu ndo conseguiria chegar até aqui sem a
ajuda de vocés!!!



“Tudo que posso fazer pela sorte é que ela
me encontre trabalhando”

Pablo Piacsso



HIGASHI, AllanYukio Antagonismo da cepa LABIM22 de Bacillus velezensis
frente a fungos fitopatégenos e biocontrole do mofo branco em sementes de
soja. 2020. 91 folhas. Dissertagcao (Mestrado em Agronomia) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2020.

RESUMO

O controle de doencas de plantas no Brasil é realizado fundamentalmente com
defensivos agricolas de origem quimica sintética, o que pode causar danos ambientais
e favorecer a selecdo de populagdes resistentes de fitopatdgenos. Neste cenario o
controle bioldgico torna-se uma alternativa promissora. O objetivo do estudo foi
identificar e avaliar o potencial da cepa de Bacillus velezensis. LABIM22 como agente
de biocontrole de doencgas de plantas in silico: através da analise do genoma, in vitro:
com testes de antibiose e investigagcdo do seu potencial como promotor de
crescimento e in vivo: avaliando o controle de mofo branco em sementes de soja. Os
metabdlitos com atividade antifungica (preditos usando o software AntiSmash) foram
fengicina, bacilibactina e surfactina. Nos testes de cultura dupla direta foram utilizados
os fungos fitopatogénicos Sclerotinia sclerotiorum, Macrophomina phaseolina,
Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea, Fusarium solani e Fusarium oxysporum f. sp.
phaseoli como desafiadores. A cepa LABIM22 inibiu o crescimento micelial de todos
os patdégenos confrontados. O maior controle foi contra F. solani 145 com 75% de
inibicdo e o menor contra S. sclerotiorum com 59%. A producado de metabdlitos em
meio liquido revelou que o meio formulado (MF- pedido em processo de patente) foi o
mais eficiente para sintese de moléculas antifungicas. Estes metabdlitos foram
estaveis em temperaturas de 70 °C, 100 °C e 121 °C; faixas de luz de 254 nm, 365
nm e luz branca e pH entre 3 e 11. Para avaliar a capacidade de promocédo de
crescimento de plantas da cepa LABIM22 foram testadas: a habilidade de
solubilizacao de fosfato, a qual ndo apresentou atividade em meio GL (glicose, extrato
de levedura, agar) sélido, a producao de acido indol acético, obtendo baixo indice de
producéo; e a producgao de biosurfactante em meio agar sangue onde verificou-se halo
de hemolise de 20 mm. A concentracdo de 500 ug/mL de metabdlitos inibiu 100% o
crescimento micelial de S. sclerotiorum, enquanto para F. oxysporum a maior
concentragao estudada (1000 ug/mL ) inibiu apenas 51% do crescimento micelial. Os
metabdlitos da LABIM22 reduziram significativamente a formagao de apotécios de S.



sclerotiorum, ndo havendo diferenga estatistica com o fungicida quimico utilizado
(boscalida + dimosxistrobina). O potencial de controle do mofo branco foi avaliado em
sementes de soja inoculadas com S. sclerotiorum. O tratamento com p6é molhavel a
base de LABIM22 apresentou 93,5% de germinagcdo das sementes e 94% de
sementes sadias na dose de 300 g/100 kg de sementes, resultados estatisticamente
iguais aos obtidos com fungicidas quimicos recomendados para o controle de mofo
branco (tiofanato metilico+fluazinam e boscalida+dimoxistrobina). Conclui-se que a
cepa de B. velezensis LABIM22 tem potencial biotecnolégico pois possui genes que
codificam biomoléculas antifungicas estaveis em amplas faixas de pH, temperatura e
comprimento de onda; apresenta antagonismo frente aos fungos S. sclerotiorum, M.
phaseolina, R. solani, B. cinerea, F. solani e F. oxysporum f. sp. phaseoli além de inibir
a formacdo de apotécios a partir de esclerédios de S. sclerotiorum e controlar
eficientemente a incidéncia de mofo branco em sementes de soja. Seu potencial como
agente promotor de crescimento vegetal ainda necessita de estudos mais

aprofundados.
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ABSTRACT

The control of plant diseases in Brazil is carried out mainly with pesticides of synthetic
chemical origin, which can cause environmental damage and favor the selection of
resistant populations of plant pathogens. In this scenario, biological control becomes
a promising alternative. The aim of the study was to identify and evaluate the potential
of the Bacillus velezensis strain LABIM22 as a biocontrol agent for plant diseases in
three ways: in silico through genome analysis, in vitro by antibiosis tests and
investigation of its potential as plant growth promoter, and in vivo: evaluating the
control of white mold in soybean seeds. The metabolites with antifungal activity
(predicted using the AntiSmash software) were fengicin, bacillibactin and surfactin. For
dual culture test against fungal pathogens were used Sclerotinia sclerotiorum,
Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea, Fusarium solani and
Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli as challengers. LABIM22 strain reduced micelial
growth of all fungal pathogens. The highest control was against F. solani 145 with 75%
inhibition and the lowest against S. sclerotiorum with 59%. The production of
metabolites in liquid medium revealed that the formulated medium (MF- patent in
process) was the most efficient for the synthesis of antifungal molecules. These
metabolites were stable at temperatures of 70 ° C, 100 ° C and 121 ° C; light of 254
nm, 365 nm and white light and pH between 3 and 11. To evaluate the plant growth
promotion ability of LABIM22 strain, phosphate solubilization in GL solid medium
(glucose, yeast extract, agar), production of indole acetic acid (IAA) and production of
biosurfactantin blood agar medium were performed. LABIM22 did not show phosphate
solubilization activity, produced low level of IAA and produced a 20 mm hemolysis halo.
LABIM 22 metabolites at the concentration of 500 ug / mL completely inhibited mycelial
growth of S. sclerotiorum, while, for F. oxysporum, the highest concentration studied
(1000 ug/mL) inhibited only 51%. These metabolites significantly reduced the S.
sclerotiorum apothecia with no statistical difference with the chemical fungicide used



(boscalide+dimosxistrobina). LABIM 22 biocontrol of white mold was evaluated in
soybean seeds inoculated with S. sclerotiorum. The treatment with wettable powder
based on LABIM22 showed 93.5% of seed germination and 94% of healthy seeds at
a dose of 300 g/100 kg of seeds, results statistically equal to those obtained with
chemical fungicides recommended for the control of white mold (methyl
thiophanate+fluazinam and boscalide+ dimoxystrobin). It is concluded that B.
velezensis strain LABIM22 has biotechnological potential because of its genes that
encode stable antifungal biomolecules in wide ranges of pH, temperature and
wavelength; shows antagonism against S. sclerotiorum, M. phaseolina, R. solani, B.
cinerea, F. solani and F. oxysporum f. sp. phaseoli in addition to reduce apothecia
formation from S. sclerotiorum sclerotia and efficiently controlled the incidence of white
mold in soybean seeds. Its potential as a plant growth promoting agent still needs

further studies.

Key words: Bioactive, Biological control, Sclerotinia stem rot
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1 INTRODUGAO

O controle com fungicidas de origem sintética, se bem utilizado, reduz
os danos causados pelas doencgas de plantas, entretanto, seu uso excessivo pode
causar o desequilibrio do ecossistema microbiano existente no sistema solo - planta.
Um dos fatos mais preocupantes é a pressao de sele¢cdo que este tipo de manejo
causa nos fitopatdgenos, possibilitando o surgimento de populagdes de patégenos
resistentes (CAO et al., 2011).

Segundo dados da FAO (2020), em 2017 o Brasil ficou em terceiro
lugar no ranking mundial de uso de agrotoxicos (herbicidas, inseticidas, fungicidas,
nematicidas e bactericidas), com um total utilizado de 216.026 mil toneladas de
ingrediente ativo. Os fungicidas e bactericidas somados chegaram a marca de 59.124
toneladas, ou seja, mais de 27% em relagdo ao total, o que evidencia o quanto a
agricultura brasileira depende do uso destes produtos para controlar as doengas das
culturas.

Bardas et al. (2010) testaram a sensibilidade de 76 isolados do fungo
Botrytis cinerea frente as moléculas dos fungicidas boscalida, piraclostrobina,
ciprodinil, fenhexamida, fludioxonil, iprodiona e carbendazim, verificando que o fungo
se mostrou resistente as moléculas de boscalida e piraclostrobina.

Oliveira et al. (2015) em seus estudos com Pyricularia oryzea
causador da brusone no trigo, observaram que este fitopatdgeno havia adquirido
resisténcia cruzada a azoxistrobina e piraclostrobina.

Uma das alternativas para contornar este problema € o uso do
controle bioldgico, definido como sendo o uso de um microrganismo para reduzir o
nivel de doenga, bem como o uso de fitopatdgenos para suprimir o crescimento de
plantas daninhas (PAL & GARDENER, 2006).

Na elaboracao de produtos a base de agentes de controle biologico,
€ possivel utilizar tanto bactérias quanto fungos filamentosos ou leveduriformes
(NAYAKA et al., 2009). As bactérias tém sido bastante estudadas para este fim, dentre
as quais o género Bacillus tem se destacado por sua capacidade de formar
enddsporos, possuir diferentes mecanismos de acao e produzir metabolitos de grande
interesse biotecnoldgico (LANNA FILHO et al., 2010).

Os compostos antimicrobianos produzidos por Bacillus spp. sdo em
sua maioria lipopeptideos ciclicos como as iturinas, que sdo potentes antifungicos e



15

as fengicinas, que, além de possuirem atividade antagbnica contra fungos, podem
induzir o priming do sistema de defesa da planta contra estes microrganismos
(ONGENA & JACQUES, 2008). Além destes compostos, bactérias deste género
também sao capazes de promover o crescimento de plantas.

Sao consideradas bactérias promotoras do crescimento de plantas
aquelas que podem contribuir para o melhor desenvolvimento da planta de forma
direta ou indireta através da solubilizagao de fosfato, producéo de acido indol acético,
siderdforos e fixagao de nitrogénio atmosférico (TORTORA et al., 2010).

Squartini et al. (2019) estudaram uma cepa de Bacillus
amyloliquefaciens isolada da rizosfera de plantas de morango e constataram através
do teste de cultura dupla a habilidade antagonista da cepa isolada, além de sua
capacidade de inducdo de resisténcia através de maior estimulo da transducao da
proteina PR1, a qual ativa sistemas de defesa da planta.

Tian et al. (2020) isolaram a cepa W176 de Bacillus sp. e constataram
seu potencial antagonista contra Penicillium digitatum, causador do bolor verde em
laranja, obtendo porcentagens de inibicdo de 89,3% com o uso de suas células e
54,46% com o uso de seu sobrenadante livre de células em frutos de laranja. Entre as
possiveis moléculas estao a surfactina, macrolactina, mycosubtilina e bacillaene.

Pandim et al. (2018) utilizaram a cepa de Bacillus velezensis QST713
para controlar o patégeno Trichoderma aggressivum f. europaeum, causador do mofo
verde em champignom. A cepa em estudo é produtora de antifungicos da familia das
surfactinas e fengicinas, as quais possivelmente estdo envolvidas no efeito
antagonista.

O objetivo do estudo foi avaliar o potencial antagbnico da cepa
LABIM22 de Bacillus velezensis contra fungos fitopatogénicos, bem como sua
capacidade de sintetizar substancias promotoras de crescimento de plantas e de

controle do mofo branco em sementes de soja.
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2 Revisao de literatura

2.1. FUNGOS FITOPATOGENICOS DE IMPORTANCIA AGRICOLA

Ha varios fungos que podem causar doengas em plantas, porém nem
todos causam danos econémicos expressivos. Por outro lado, alguns destes, se ndo
controlados, causam grandes prejuizos a produgdo. Entre eles estdo: Sclerotinia
sclerotiorum, Botrytis cinerea, Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani,

Fusarium oxysporum sp. phaseoli e Fusarium solani.

2.1.1 SCLEROTINIA SCLEROTIORUM

Sclerotinia sclerotiorum é um fungo do filo Ascomycota, classe
Leotimycetes, ordem Helotiales, familia Sclerotinaceae (CABI, 2018). Possui mais de
600 espécies hospedeiras, dentre elas soja, feijao, girassol, tomate. Contudo, este
fungo nao é capaz de infectar gramineas (HENNING, 2012). Na soja, causa a doenga
conhecida como mofo branco ou podriddo branca da haste, sendo uma das doencgas
mais antigas da cultura. Atualmente a doenga esta disseminada em quase todas as
regides produtoras de soja do Brasil (EMBRAPA SOJA, 2011).

O mofo branco da soja nem sempre foi de ocorréncia continua e
causador de grandes perdas em areas de cultivo de sequeiro. Contudo, varios eventos
contribuiram para que este patdbgeno ganhasse importancia, como grandes areas de
monocultivo, auséncia de rotacdo de cultura com espécies nao hospedeiras
(gramineas), uso de sementes contaminadas, temperaturas noturnas abaixo de 18 °C,
chuvas prolongadas, emprego de espécies suscetiveis para sucessao ou até mesmo
safras continuas de soja (SILVA et al., 2010; JULIATTI & JULIATTI, 2010).

Sua disseminagao pelo pais tem aumentado tanto no cerrado como
no Sul e Sudeste. Segundo Meyer et al. (2014) no ano de 2014 o patdégeno estava
presente em cerca de 23% das areas produtoras de soja, o que representa 6,8 milhdes
de hectares. Na safra 2015/2016, segundo a Conab (2016), este niumero ja estava em
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torno de 7,7 milhdes de hectares, o que indica que o mofo branco vem causando cada
vez mais prejuizos na cultura da soja.

Temperaturas entre 10°C a 21°C, umidade acima de 70% e altitudes
superiores a 800 m sdo as condi¢des ideais para o bom desenvolvimento do fungo.
Devido ao elevado numero de espécies hospedeiras o seu controle € dificil,
recomendando-se rotacdo de cultura com gramineas (BASTIEN et al., 2012). Ainda
assim, esta pratica ndo garante que a doencga nao seja reincidente pois o fungo produz
esclerodios, estrutura de resisténcia que permanece no solo até que haja condi¢des
ambientais favoraveis para o seu desenvolvimento, que permanecem na lavoura por
um tempo prolongado que pode ser de anos.

Quando a cultura da soja atinge os estagios de desenvolvimento R2
(plena floragao) e R3/R4 (inicio da formagéo de vagens), a parte aérea das plantas se
encontra cobrindo a entrelinha de semeadura, o que favorece o aumento da umidade
e diminuicdo da temperatura, que sdo condi¢cdes ideias para os esclerodios
germinarem produzindo os apotécios, os quais originarao 0s ascosporos, que por sua
vez irdo infectar os tecidos senescentes das plantas de soja (CUNHA, 2010).

Os sintomas se iniciam como manchas de anasarca, com o avango
da doencga estas manchas adquirem coloracao castanho clara e forma se uma massa
micelial branca de aspecto cotonoso, as quais em poucos dias ira originar 0s
esclerodios, podendo se formar na parte exterior e interior dos tecidos da planta. O
patégeno pode infectar qualquer parte da planta, porém na maioria das vezes as
infecgbes se iniciam nas inflorescéncias, axilas do peciolo e ramos laterais (GODOY
et al., 2016).

Trabalhos de controle quimico coordenados pela Embrapa,
demostraram uma redugédo de 20 a 30% na produtividade da soja, chegando a 70%
em alguns casos (MEYER et al., 2019).

Para o controle eficiente da doenca a fim de reduzir os danos a niveis
aceitaveis € necessario diminuir a fonte de inéculo (esclerddios) e taxa de progresso
da doenca. Evitar a formacao de esclerddios, invibializacdo da germinagao destes
através do uso de palhada de graminea (espécie ndo hospedeira), rotagdao ou
sucessao de cultura com gramineas, controle biolégico com o estabelecimento de
antagonistas no solo, uso de sementes sadias e tratadas com fungicida e aplicacoes
de moléculas de origem quimica sintética no estagio de maior vulnerabilidade da soja
ao ataque de S. sclerotiorum (R1 a R4), sdo formas que podem ser combinadas a fim
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de reduzir a quantidade de indculo. A redugao do indculo inicial e incidéncia pode ser
alcancada através de limpeza do maquinario utilizado nos tratos culturais, caso o
mesmo tenha sido utilizado em areas infestadas, escolha de cultivares com arquitetura
de parte aérea que favoregca a circulacdo de ar e que tenham o periodo de
florescimento mais curto, pois € a fase em que a infecgdo pelo patégeno é mais
efetiva. Um bom controle depende deste conjunto de estratégias, tendo em vista que
o uso de qualquer medida de manejo isolada possui baixa ou nenhuma efetividade
(CAMPOS et al., 2010, MEYER, 2013).

Cultivares de soja com resisténcia completa ao mofo branco nao

foram identificadas até o momento (JULIO, 2016).

2.1.2 FUSARIUM OXYSPORUM F. SP. PHASEOLI

O fungo Fusarium oxysporum Schlecht. f. sp. phaseoli Kendrick e
Snyder é um habitante de solo que no feijao causa a doenga conhecida como murcha
de fusarium, sendo uma das principais doencgas da cultura, ocorrendo praticamente
em todo o territorio brasileiro, sobretudo em areas de monocultivo (WORDELL FILHO
et al., 2013).

O fitopatdgeno F. oxysporum pertence a familia Nectriaceae, ordem
Hypocreales, classe Sordariomycetes, filo Ascomycota, reino Fungi (GEISER et al.,
2013).

O micélio de F. oxysporum f. sp. phaseoli com crescimento recente
possui coloragao branca, porém, com o tempo pode adquirir coloragao rosada. Esta
espécie produz 3 tipos de esporos: microconidios, macroconidios e clamiddsporos.
Microconidios sdo numerosos sendo a maior parte deles ndo septados, nao
apresentam uma uniformidade quanto ao seu formato podendo ser eliptico, oval ou
cilindrico. Macroconidios possuem uma forma mais homogénea, sendo curvos e mais
pontiagudos em ambas as extremidades. A maioria possui 3 septos, sdo sempre
maiores se comparados aos microconidios. Clamidosporos sao ocasionalmente
encontrados agrupados, porém, € mais comum ocorrerem de forma unitaria, possuem
paredes lisas ou rugosas (BOOTH, 1971).

O indculo inicial de F. oxysporum pode estar no solo ou na semente

em forma de clamiddsporos, os quais utilizardo exsudados do proprio hospedeiro para
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germinar e infectar a raiz através de aberturas pré-existentes (LUGO, 2008). Ao
infectar a raiz o patégeno toma o cortex e o sistema vascular do hospedeiro, onde
produzira microconidios, 0os quais por sua vez serao transportados pelo xilema,
causando novos pontos de infecgdo na parte aérea da planta (BECKMAN, 1987). A
colonizagao do sistema vascular interrompe a passagem de agua para a parte mais
alta da planta, causando o sintoma de murcha (SILVA, 2012).

Os principais sintomas sio folhas cloréticas evoluindo das partes
inferiores até a parte superior do hospedeiro, murcha e reboleira em areas recém
infestadas (WORDELL FILHO et al., 2013).

Uma das formas de controle é impedir que o patdégeno chegue na
area, portanto, € importante realizar a limpeza dos equipamentos utilizados nos tratos
culturais e utilizar agua livre de contaminagcdo. O tratamento de sementes com
fungicida para proteger a planta em seus estagios iniciais, bem como o uso de
sementes sadias também ajudam a conter a doenga (BIANCHINI et al., 2005). A forma
mais eficaz e econdmica ¢é a utilizacao de variedades resistentes, no entanto, ha pouca

disponibilidade destes materiais no mercado.

2.2 BACTERIAS UTILIZADAS NO BIOCONTROLE DE FUNGOS FITOPATOGENICOS.

Segundo o U.S. National Research Council (1995), “o controle
bioldgico é o uso de organismos naturais ou modificados, genes ou produtos génicos,
para reduzir o efeito de organismos indesejaveis e favorecer organismos desejaveis
como culturas, insetos benéficos e microrganismos"

O biocontrole ndo consiste em erradicar o patégeno, mas sim em
amenizar 0s prejuizos biolégicos e econbmicos de forma sustentavel.
(GOVINDASAMY et al., 2010).

Para elaboragdo de um bioproduto pode se utilizar desde as mais
variadas espécies de bactérias, fungos filamentosos e até mesmo leveduras.
(NAYAKA et al., 2009). O biocontrole utiliza microrganismos como antagonistas, os
quais podem agir parasitando o patdgeno, competindo por nutrientes e espacgo ou até
mesmo produzindo moléculas antimicrobianas.

Desde a década de 1980 varios microrganismos vém sendo

estudados como agentes de biocontrole.
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Kerr (1980) utilizou uma cepa de Agrobacterium radiobacter, a qual
produz a molécula agrocina 84 com agao antagonista a A. fumefaciens.

Smith et al. (1993) estudaram uma cepa de Bacillus cereus produtora
de Zwittermicina A, inibidora do desenvolvimento de Phytophthora medicaginis e
Pythium aphanidermatum.

Ji et al. (2013) trabalhando com wuma cepa de Bacillus
amyloliquefaciens constataram que a mesma possuia agao satisfatoria contra 12
fungos fitopatogénicos entre eles S. sclerotiorum, B. cinerea e F. oxysporum, por conta
da producéo de iturina.

As bactérias do género Bacillus se destacam entre os microrganismos
mais estudadas por apresentar potencial ndo apenas na area agronémica, mas

também nas areas farmacéutica e industrial (LANNA et al., 2010).

2.3 BACILLUS SPP.

O género Bacillus pertence a familia Bacillaceae. Sao bactérias Gram
positivas, aerdbias ou anaerdbias facultativas. Sao capazes de produzir substancias
de grande importancia biotecnolégica como precipitadores de ions, enzimas
amiloliticas, proteoliticas e antimicrobianos (SCHWANTES-CEZARIO et al., 2017).

Estas bactérias encontram-se presentes na maioria dos ambientes
por conta de sua capacidade de formar enddsporos (estruturas de resisténcia que
auxiliam na sua sobrevivéncia em situagdes adversas), desenvolvimento acelerado e
baixa exigéncia nutricional (em comparacao a outros géneros bacterianos) (BLUMA &
ETCHEVERRY, 2006).

Seu modo de agdo sobre outros organismos pode acontecer por
parasitismo e competicdo, porém, na maioria das vezes, ocorre por producado de
lipopeptideos com agao antimicrobiana (EARL et al., 2008). Lipopeptideos séao
formados por peptideos ciclicos ou lineares curtos podendo ser ligados a uma
molécula lipofilica ou a um anel com cauda lipidica e possuem baixo peso molecular
(ARNUSCH et al., 2012).

As iturinas sao lipopeptideos ciclicos ligados a sete residuos de a-
aminoacidos e um de B-aminoacido, contendo também uma cadeia lateral nao

sintetizada por ribossomos; seu peso molecular € de aproximadamente 1042 Da
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(GRAU et al., 2000). Por sua natureza anfifilica se ligam as membranas formando
pequenas vesiculas o que provoca a formagao de poros, culminando na solubilizacéo
da membrana celular do patogeno (ETCHEGARAY et al., 2008).

A surfactina € um lipopeptideo ciclico com um acido graxo [-
hidroxilado ligado a sete aminoacidos por um grupo amida e uma ligagao lactona
(KAKINUMA et al., 1969) seu peso € de aproximadamente 1050 Da (ARIMA et al.,
1968). Atua como um poderoso biossurfactante, reduzindo a tensao superficial da
aguade 72 para 27,9 MmN m™' (ARIMA et al., 1968). Esta substancia sozinha n&o possui
ativade antifungica, porém, pode atuar de forma sinérgica com a iturina A (COUTTE
et al., 2010), por conta de sua agéao surfactante que enfraquece a membrana e facilita
a acéo da iturina A (MAGET-DANA et al., 1992).

As fengicinas sao lipodecapeptideos que possuem um anel lactona
em sua fracdo peptidica e um acido graxo B-hidroxi podendo ser insaturado ou
saturado (MUKHERJEE & DAS, 2005). Estas substancias sao utilizadas como
"fungicidas verdes" contribuindo para a sanidade de diversas culturas. Os antifungicos
peptidicos, além de possuir atividade antifungica sao capazes de induzir o priming do
sistema de defesa das plantas. Entender melhor seu modo de agcdo é de grande
importacia para o desenvolvimento destes produtos (ONGENA & JACQUES, 2008).

Cao et al. (2018) estudaram duas cepas de Bacillus velezensis (Y6 e
F7), e verificaram que os dois isolados em estudo eram capazes de inbir o crescimento
de Ralstonia solanacearum em casa de vegetacédo de 65% para 29% com a cepa Y6
e 35% com a cepa F7, sendo identificado biomoléculas da familia das iturinas,
surfactina e fengicina.

He et al. (2019) isolaram a cepa BjJ — 1 de Bacillus subtilis de uma
placa de petri com cultivo de Magnaporthe oryzae. Através do teste de cultura dupla
e da utilizagcdo do seu sobrenadante livre de células constataram seu potencial
biotecnoldgico no controle do fungo M. oryzae, reduzindo a doenga em 50% tanto na
aplicacao por pulverizacao em platas de arroz quanto no tratamento de sementes. Ja
no tratamento de sementes de modo preventivo a redugédo da doenca foi superior a
70%.
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2.4 BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO

Bactérias promotoras de crescimento sdo microrganismos que de
forma direta ou indireta melhoram o crescimento da planta, através da fixagcdo do
nitrogénio atmosférico, produgao de sideroforos, oxidagdo do enxofre, solubilizagao
de fosforo, produgao de acido indol acético (TORTORA et al., 2010) e de substéacias
derivadas de adenina, que sao precursores de reguladores vegetais, auxinas,
citocininas, giberilinas, etileno e acido ascérbico (SILVEIRA, 2008).

Muitas vezes a atividade promotora de crescimento esta relacionada
com a atividade antagbnica a patdogenos do solo, portanto, além de toda producéo de
substancias benéficas ao desenvolvimento da planta, ha possibilidade de produgao
de antimicrobianos e de indugéo de resisténcia sistémica das plantas (DOORNBOS
etal., 2012)

Os beneficios para as plantas podem ser desde a melhora da
germinagdo de sementes, emergéncia de plantulas até o crescimento da raiz
(FIGUEREDO et al., 2010).

O numero de trabalhos visando entender melhor a relacdo entre
microrganismos e plantas estd aumentando, uma vez que o entendimento da mesma
auxilia na selegcao de cepas para serem utilizadas em grandes culturas. A aplicagao
destas bactérias junto a biofertilizantes vem sendo muito utilizada pois, além do

aumento da produtividade e diminui¢do do impacto ambiental, os custos sdo mais

reduzidos (BHATTACHARYYA & JHA, 2012).

Dentre as bactérias estudadas para este fim, se destacam os géneros
Pseudomonas, Azospirillum, Rhizobium e Bacillus (ARAUJO, 2008).

Szilagyi-Zecchin et al. (2014) estudaram uma cepa de B.
amyloliquefaciens quanto a sua capacidade de promogao de crescimento em
tomateiro. Verificaram que a mesma era produtora de compostos inddlicos e
sideroforos e que, quando aplicada em forma de suspensao de células em sementes
aumentou os teores de clorofila e promoveu um ganho de crescimento da parte aérea
da planta.

Hartmann et al. (2010) utilizando uma cepa de B. megaterium em
aplicacao de suspensao bacteriana em sementes de cebola e semeadas a campo,

observaram que a cepa estudada aumentou o rendimento dos bulbos.
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Mazzuchelli et al. (2015) trabalharam com B. subtilis em aplicagao de
suspensdo aquosa no sulco de semeadura e inoculacdo em pd na semente e
concluiram que o microrganismo estudado aumentou em 20% a massa fresca do milho
guando comparado com o tratamento controle.

Portanto, o uso de bactérias do género Bacillus sdao de grande
importancia ndo apenas para o controle de doencas, mas também para a promocao
de crescimento de plantas, sendo assim este género tem sido constantemente

estudado por conter diversos interesses biotecnologicos.
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3 ARTIGO A

EFICIENCIA DA CEPA DE Bacillus velezensis LABIM22 CONTRA Sclerotinia
sclerotiorum IN VITRO E CONTROLE DO MOFO BRANCO EM SEMENTES DE
SOJA

3.1 Resumo

O objetivo deste estudo foi identificar molecularmente a cepa LABIM22 e fazer uma
predicdo dos metabdlitos secundarios presentes no seu genoma, avaliar in vitro seu
potencial antagbnico contra fungos fitopatogénicos (Sclerotinia sclerotiorum, Botrytis
cinerea, Rhizoctonia solani e Macrophomina phaseolina) e de promogao de
crescimento vegetal e, in vivo, avaliar a inibicdo da germinacéo carpogénica de
esclerodios e o controle do mofo branco em sementes infectadas com S. sclerotiorum
e tratadas com uma formulagcdo a base da cepa LABIM22. O sequenciamento
completo do DNA revelou que a cepa em estudo possui 99% de semelhanga com o
género Bacillus. A partir do genoma foi realizada a predigdo de metabdlitos e verificou-
se que a cepa LABIM22 possui genes que codificam moléculas antimicrobianas
(fengicina, bacilibactina, dificidina, macrolactina, bacilysina e bacilaene) e
biossurfactante (surfactina). O potencial antagénico foi investigado pelo teste de
cultura dupla entre LABIM22 e os fungos fitopatogénicos, exibindo reducdo do
crescimento micelial de 59% para S. sclerotiorum, 66% para M. phaseolina e B.
cinerea e 64% para R. solani. Com o objetivo de maximizar a produgdo de suas
moléculas bioativas trés meios de cultivo diferentes foram testados, sendo o meio
formulado (formulacido em processo de patente) o mais eficiente. A estabilidade do
sobrenadante livre de células (SLC) a partir do cultivo da cepa LABIM22 foi estudado
a diferentes temperaturas, pH e comprimentos de onda. Verificou-se que os
metabdlitos sao estaveis a 121 °C 1 atm de pressao por 15 minutos, a pH entre 3 e
11 e sob luz com comprimentos de onda de 254 nm, 365 nm e luz branca. LABIM22
nao mostrou atividade in vitro de metabolizagdo de acido indol acético nem de
solubilizacdo de fosfato. O resultado para producédo de biossurfactante foi positivo,
exibindo um halo de hemolise de 20 mm em meio agar sangue. Na avaliagao da
inibicdo da germinagao carpogénica de esclerodios de S. sclerotiorum, foram
utilizadas as concentragdes de SLC liofilizado de 0,5 mg/ml, 1 mg/ml e 2 mg/ml e o
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fungicida quimico boscalida + dimoxistrobina (Spot SC®). A germinagdo dos
esclerodios nao foi diferente do controle com agua, porém, houve diminui¢do do
numero de apotécios formados a partir dos esclerédios, mesma reducado que a do
tratamento com Spot SC®. O tratamento de sementes de soja, previamente infectadas
com S. sclerotiorum, com pé molhavel a base de LABIM22 na dose de 300g/100 kg
de semente teve 93,5% de germinagédo e 94% de sementes sadias, sem diferenga
significativa com os fungicidas quimicos utilizados como controle (tiofanato
metilico+fluazinam e boscalida+dimoxistrobina). Conclui se que a cepa LABIM22 de
B. velezensis possui atividade antagonica frente a S. sclerotiorum, B. cinerea, R. solani
e M. phaseolina, produz metabdlitos antifungicos estaveis em condigdes adversas, os
quais juntamente com suas células foram capazes de inibir a formagao dos apotécios
a partir de esclerddios de S. sclerotiorum e controlar o mofo branco em sementes de

soja infectadas com S. sclerotiorum.

Palavras chave: Antagonismo, Bacillus sp., Biocontrole, tratamento de sementes.
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3.2 Abstract

The objective of this study was to molecularly identify the LABIM22 strain and make a
prediction of the secondary metabolites present in its genome, to evaluate its
antagonistic potential in vitro against phytopathogenic fungi (Sclerotinia sclerotiorum,
Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani and Macrophomina phaseolina) and to promote
plant growth and to evaluate in vivo the inhibition of carpogenic germination of sclerotia
and the control of white mold in seeds infected with S. sclerotiorum and treated with a
formulation based on the LABIM22 strain. Complete DNA sequencing revealed that
the strain under study is 99% similar to Bacillus genus. From the genome, the
metabolites were predicted and it was found that the LABIM22 strain has genes for
producing antimicrobials (fengicin, bacillibactin, dificidin, macrolactin, bacilysin and
bacilaene) and biosurfactant (surfactin). The antagonistic potential was investigated by
dual culture test against phytopathogenic fungi, showing a reduction in mycelial growth
of 59% for S. sclerotiorum, 66% for M. phaseolina and B. cinerea and 64% for R. solani.
In order to maximize the production of its bioactive molecules, three different culture
media were tested. The most efficient was the formulated medium (patent in process).
The stability of cell-free supernatant (SLC) from the cultivation of the strain LABIM22
was studied at different temperatures, pH and wavelengths. It was found that the
metabolites were stable at 121 °C and 1 atm of pressure for 15 minutes, at pH between
3 and 11 and under light with wavelengths of 254 nm, 365 nm and white light. LABIM22
showed no in vitro activity of indole acetic acid metabolism or phosphate solubilization.
The result for the production of biosurfactant was positive, showing a hemolysis halo
of 20 mm in blood agar medium. Lyophilized SLC from LABIM22 at 0.5 mg/ml, 1 mg/ml
and 2 mg/ml and the chemical fungicide were tested on S. sclerotiorum sclerotia.
Carpogenic germination of sclerotia was not different from control with water, however,
at 1 mg/ml and 2 mg/ml there was a decrease in the number of apothecia, same
reduction as in the chemical control (boscalide + dimoxystrobin). The treatment of
soybean seeds previously infected with S. sclerotiorum with wettable powder based
on LABIM22 at 300g/100 kg of seed showed 93.5% of germination and 94% of healthy

seeds with no significant difference with the chemical control (methyl thiophanate +
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fluazinam and boscalide + dimoxystrobin). It is concluded that Bacillus velezensis
strain LABIM22 has antagonistic activity against S. sclerotiorum, B. cinerea, R. solani
and M. phaseolina, produces antifungal metabolites stable in adverse conditions,
which together with its cells were capable to inhibit the formation of apothecia from S.
sclerotiorum sclerotia and efficiently controlled the incidence of white mold in soybean

seeds infected with S. sclerotiorum.

Keywords: Biocontrol, seed treatment, Bacillus spp., Sclerotinia stem rot.
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3.3 Introducao

A soja € uma das espécies mais cultivadas do mundo por conta de
sua versatilidade, que vai desde o uso de seu 6leo para consumo humano até a
fabricacao de biodiesel. Devido ao seu alto teor de proteina, serve como matéria prima
tanto para alimentos de consumo humano quanto animal. Na safra 2018/2019 foram
produzidas 362.075 milhdes de toneladas do grdo em uma area de cultivo de 125.691
milhdes de hectares. Atualmente o Brasil se encontra na segunda posi¢ao do ranking
mundial de produgéo da soja, com 114.843 milhdes de toneladas produzidas na safra
2018/2019, ficando atras apenas do EUA (EMBRAPA, 2020).

A produgao de soja no Brasil vem crescendo ano a ano, com um
aumento estimado de 2,6% em termos de area cultivada para o ano de 2020, o que
representa o acréscimo de um milhdo de hectares cultivados (CONAB, 2020).

Um dos fatores limitantes para produtivade da cultura sdo as doencas.
O mofo branco, causado pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum, se destaca por causar
redugdes de até 29% na produtividade da soja (MEYER et al., 2018).

Também conhecido popularmente como mofo branco ou podridao de
esclerotinia, a doenga pode se propagar tanto por micélio dormente na parte interna
da semente quanto por esclerédios presentes nos lotes (HENNING, et al., 2014). O
esclerodio é a estrutura de resisténcia do patégeno, que consiste em um emaranhado
de hifas compactadas que podem germinar quando as condigbes ambientais tornam-
se favoraveis.

Em ocasido do fechamento das entrelinhas pela parte aérea da
planta, ocorre aumento da umidade e diminuicdo da temperatura, que sao as
condigdes ideais para a germinagao carpogénica dos esclerodios, os quais geram 0s
apotécios que produzem os ascosporos. Estes esporos sexuais iniciam o processo de
infeccao dos tecidos senescentes da planta (CUNHA, 2010).

O manejo da doenga consiste no uso de sementes sadias e
tratamento com fungicidas de origem quimica sintética. Uma alternativa para o manejo
integrado da doenca € o uso do controle bioldgico utilizando fungos filamentosos como
Trichoderma spp. ou leveduriformes, bactérias dos géneros Pseudomonas ou Bacillus
e até mesmo microvirus como relatado por Picarelli et al. (2017).

Dentre estes possiveis agentes de biocontrole bactérias do género
Bacillus vém sendo amplamente estudadas por sua capacidade de sintetizar
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biomoléculas com ac¢do antifungica e bactericida, além de produzir substancias que
promovem o crescimento de plantas. Estes microrganismos podem formar
enddsporos em condi¢cdes adversas, caracteristica importante para sobrevivéncia do
antagonista em formulagdes de bioprodutos e colonizagdo dos érgéos vegetativos da
planta (LANNA FILHO et al., 2010).

Portanto, o objetivo do estudo foi: a) identificar molecularmente a cepa
antagonista LABIM22, b) comprovar seu potencial antagbnico frente a Sclerotinia
sclerotiorum, Botrytis cinerea, Macrophomina phaseolina e Rhizoctonia solani, c)
investigar in vitro sua capacidade de promogao de crescimento de plantas de soja, d)
avaliar a inibicdo da germinagao carpogénica de esclerédios de S. sclerotiorum e e)
avaliar o controle do mofo branco em sementes infectadas com S. sclerotiorum e

tratadas com uma formulagéo a base da cepa LABIM22.

3.4. Material e métodos

3.4.1 MICRORGANISMOS

Para a escolha da cepa antagonista LABIM22 foi realizado um
screening entre nove cepas isoladas de uma amostra ambiental do solo no Laboratério
de Biotecnologia Microbiana — LABIM da Universidade Estadual de Londrina, Parana,
Brasil. Foi feito um teste de antagonismo direto por cultura dupla, na qual o isolado
em questdo mostrou-se com maior potencial de antagonismo frente ao fitopatégeno
Sclerotinia sclerotiorum.

A cepa LABIM22 esta mantida na cole¢ado do mesmo laboratério e a
ativagado da cepa foi realizada em meio Luria Bertani a 28 °C por 24 h.

Os fungos fitopatogénicos Sclerotinia sclerotiorum, Botrytis cinerea,
Macrophomina phaseolina e Rhizoctonia solani, estdo mantidos na colegdo do
Laboratério de Fitopatologia da Universidade Estadual de Londrina. Para ativagédo das
cepas fitopatogénicas, foram realizados cultivos em meio batata dextrose agar (BDA)
a 25 °C e fotoperiodo de 12/12 h.
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3.4.2 IDENTIFICACAO MOLECULAR DO ISOLADO LABIM22

O genoma completo de LABIM22 foi sequenciado em plataforma
lllumina MiSeq PE 300 na EMBRAPA Soja (Londrina). O resultado deste
sequenciamento foi utlilizado para identificagdo do género bacteriano no Laboratoério
de Biotecnologia Microbiana (LABIM) através de uma comparagdo de genomas
usando o Ani calculator (https://www.ezbiocloud.net/tools/ani) e o dDDH (Hibridizag&o
DNA-DNA digital) (https://www.dsmz.de/services/online-tools/genome-to-genome-

distance-calculator-ggdc) ambos web server.

3.4.3 PREDICAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS

A identificagdo dos possiveis Biosynthetic gene clusters (BGCs) foi
realizada através do web server antiSMASH 4.0 (WEBER et al., 2015).

3.4.4 ENSAIO DE ANTAGONISMO DIRETO POR CULTURA DUPLA

A cepa LABIM22 foi ativada em meio Luria Bertani agar (LBA)
(Acumedia, USA) a 28 °C por 24 h. Para o teste de antagonismo, a cepa LABIM22 foi
inoculada na borda da placa contendo meio BDA com auxilio de alga bacteriologica.
Em seguida um disco micelial de 6 mm de diametro do fungo fitopatogénico (S.
sclerotiorum, M. phaseolina, B. cinerea ou R. solani) foi inoculado no centro da placa.
As placas foram incubadas a 25 °C e fotoperiodo de 12/12 h. Placas somente com o
fungo fitopatogénico foram utilizadas como controle. Apds 3 dias para S. sclerotiorum
ou 7 dias para os fungos M. phaseolina, B. cinerea e R. solani, segundo a velocidade
de crescimento de cada fungo fitopatogénico, foi avaliado o crescimento micelial em
milimetros (mm). A porcentagem de inibicdo do crescimento micelial foi calculada
através da seguinte férmula:
dc —dt

dc

Onde, 'ICM' representa a porcentagem de inibicdo do crescimento

ICM (%) = [ ] x 100

micelial, 'dc' didmetro médio da colénia no controle e 'dt', didmetro médio da colbnia
de cada tratamento, todos medidos em mm (YAHYAZADEH et al., 2008).
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O delineamento do experimento foi inteiramente casualizado com 8

repeticoes. O experimento foi realizado duas vezes.

3.4.5 PRODUCAO DE SOBRENADANTE LIVRE DE CELULAS

Para o preparo do pré-inéculo, colonias puras foram suspensas em
solugao salina (0,85% cloreto de sédio) e ajustada para 0,5 na escala de McFarland
(1.5 x 108 UFC/mL). Para o preparo do indculo, trinta microlitros dessa suspenséo
foram transferidos para frascos erlenmeyer de 125 mL contendo 30 mL de caldo LB e
incubado a 28 °C por 24 h a 125 rpm (Shaker orbital Tecnal - TE 422, Brasil). Para a
producéo de metabdlitos antifungicos, aliquotas de 1% (v:v) de cada in6culo foram
transferidos para frascos erlenmeyer de 1000 mL contendo 400 mL de trés tipos de
meio de cultivo diferentes. Meio 1 (LB): caldo LB (g L: triptona 10.0, extrato de
levedura 5.0, NaCl 5.0, pH 6.8-7.0). Meio 2 (LB + M): caldo LB + Micronutrientes (g L
. triptona 10.0, extrato de levedura 5.0, NaCl 5.0, diferentes micronutrientes -
formulagdo em pedido de patente, pH 6.8-7.0). Meio 3 (MF): caldo formulado (meio
composto por fontes de carbono, nitrogénio e diferentes micronutrientes — formulagéo
em pedido de patente). Os trés meios de cultivo, apds inoculados, foram incubados a
a 28 °C e 200 rpm em incubadora giratéria em disposi¢cao aleatoria por 72 h (Shaker
orbital Tecnal - TE 422, Brasil). Ap6s a etapa de producdo, as culturas foram
centrifugadas a 4 °C e 9000 rpm por 10 min e filtradas em membranas de 0.22 ym

para obtencao do sobrenadante livre de células (SLC).

3.4.6 TESTE DE DIFUSAO EM AGAR

Os fungos fitopatogénicos foram repicados em meio BDA em placas
de Petri de 90 mm de didmetro e incubados a 25 °C e fotoperiodo de 12/12 h. Foi
retirado um disco micelial de 6 mm de didmetro de uma colbnia fungica de 3 dias para
S. sclerotiorum ou 7 dias para os fungos M. phaseolina, B. cinerea e R. solani,
dependendo da velocidade de desenvolvimento de cada patdégeno e inoculado no
centro da placa. Na borda da placa foram feitos de forma equidistantes quatro pocos
de 6 mm de didmetro e 200 yL do SLC foram depositados nos pocgos. As placas foram
incubadas a 25 °C e fotoperiodo de 12/12 h. Como controle foram utilizadas placas
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somente com o fungo fitopatogénico. Apds 3 dias para S. sclerotiorum ou 7 dias para
os fungos M. phaseolina, B. cinerea e R. solani, segundo a velocidade de crescimento
de cada fungo fitopatogénico, foi determinado o didmetro da colénia fungica. O
delineamento do experimento foi inteiramente casualizado com 8 repetigdes. O

experimento foi realizado duas vezes.

3.4.7 TESTES DE ESTABILIDADE DOS METABOLITOS DA CEPA LABIM22 A DIFERENTES
TEMPERATURAS, FAIXAS DE LUZ E PH

Para avaliar a estibilidade térmica dos metabdlitos produzidos pela
cepa LABIM22 apds a cultivo da cepa antagonista em meio liquido, o sobrenadante
foi centrifugado a 9000 rpm por 10 minutos e submetido a temperaturas constantes
de 70 °C e 100 °C (banho maria, TECNAL, Brasil) por 30 minutos e de 121 °C por 15
min (autoclave, Prismatec, Brasil). Uma aliquota sem tratamento térmico foi
considerada como controle. Apés o tratamento térmico, as amostras foram resfriadas
até atingir temperatura ambiente (25 °C), esterilizadas com membrana de celulose de
0,22 um (Millipore, Bedford, MA) e testadas segundo metodologia descrita no item
3.4.6.

Para avaliar a estabilidade fotométrica, amostras do sobrenadante
centrifugado foram expostas a luz nos comprimentos de onda de 365 nm, 254 nm e
luz branca por 30 minutos (distancia de 15 cm da fonte luminosa). Apds o tratamento,
as amostras foram esterilizadas com membrana de celulose de 0,22 ym (Millipore,
Bedford, MA) e testadas conforme o item 3.4.6.

Para avaliar a estabilidade quimica, amostras do sobrenadante
centrifugado foram expostas a pH de 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, e 11,0 e mantidos a 4 °C
por 24 h. Foram utilizados HCI 1 M ou NaOH 1 M para obter os pH citados. Apds este
periodo, as amostras foram ajustadas novamente para pH 7,0, esterilizadas em
membrana de celulose de 0,22 um (Millipore, Bedford, MA) e testadas conforme o item
3.4.6.

Cada teste foi realizado separadamente com delineamento
experimental inteiramente casualizado com 8 repeticbes. Todos os testes de
estabilidade foram realizados apenas com S. sclerotiorum. Cada experimento foi

realizado 3 vezes.
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3.4.8 PRODUGAO DE ACIDO INDOL ACETICO (AIA)

Para avaliar a capacidade de producgao de acido indol acético da cepa
LABIM22 foi utlizada a quantificagdo colorimétrica usando o reagente de Salkowsky
de Sarwar e Kremer (1995) modificado por Bautista e Gallardo (2008). A cepa
antagonista foi ativada conforme o item 3.4.1, cultivado em triplicata no meio DYGS
liquido e incubado a 28°C e 180 rpm por 48 h. Apds este periodo a concentragao de
células foi ajustada para uma densidade 6ptica de 600 nmigual a 0,3 (DOe00=0,3). Em
seguida, 100 pL deste inéculo foi adicionado a 10 mL de meio DYGS suplementado
com uma concentragdo de 100 mg/mL de L-triptofano e incubado a 28°C e 180 rpm
por 48 h. O controle utilizado foi o meio DYGS suplementado com L-triptofano na
mesma concentragdo, porém sem a presenca do microrganismo antagonista. Apos
incubacéao, o fermentado foi centrifugado a 9000 rpm por 5 minutos. Um mL do SLC
foi colocado junto com 2 mL do reagente de Salkowsk modificado (FeClz 40 mM;
H2S04 7,9 M) no escuro a 25 °C por 30 minutos. A absorbancia foi medida a 530 nm
em espectrofotbmetro.

A curva de AlA padrao foi realizada com uma concentracao crescente
de 0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 ug/mL de AIA comercial misturado com o reagente de
Salkowsk na proporgao 1:2, respectivamente. A reagéo ocorreu no escuro a 25 °C por
30 minutos e a absorbancia foi medida a 530 nm. Todas as determinacdes foram feitas

em triplicata.

3.4.9 TESTE DE SOLUBILIZACAO DE FOSFATO

A atividade de solubilizacdo de fosfato foi determinada
qualitativamente em meio GL (KATZNELSON e BOSE, 1959). Para isso foram
autoclavados 3 frascos separados contendo no frasco 1: glicose (5 g/L), extrato de
levedura (1 g/L) e agar (15 g/L). Frasco 2: 50 mL da solugao de KoHPO4 10% e frasco
3: 100 mL da solugao de CaClz> 10%. Apds autoclavagem esperou-se os 3 frascos
resfriarem a 50 °C e o frascos 2 e 3 foram adicionados ao frasco 1, precipitando
CaHPO..

O isolado foi ativado em meio LBA a 28 °C por 24 h e posteriormente
cultivado em meio GL e incubado a 28 °C por 3 dias. Um halo claro formado em torno
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das coldnias indica atividade de solubilizacdo de fosfato. O isolado foi classificado
como: (-) sem halo ou falta de atividade; (+) pequeno halo (até 2 mm), pouca atividade;
(++) halo médio (2 a 4 mm) atividade mediana; (+++) halo grande (> 4 mm), atividade
alta. O delineamento do experimento foi inteiramente casualizado com 8 repeti¢des.

O experimento foi realizado duas vezes.

3.4.10 ATIVIDADE HEMOLITICA EM AGAR SANGUE

A determinacdo de biossintese de biossurfactante foi realizada em
placas de petri contendo o meio agar sangue (agar 1,5% e sangue de carneiro 6%)
através da detecgao da atividade hemolitica.Para isso, em placas contendo meio agar
sangue foram feitos pogos de 6 mm de diametro e aplicados 200 pL do SLC da cepa
LABIM22. A formacdo de um halo translucido em volta do poc¢o indica a presencga de
biossurfactante. O teste foi constituido de 8 repeticbes. O experimento foi realizado

duas vezes.

3.4.11 CONCENTRACAO INBITORIA MINIMA

Para o experimento de concentragao inibitéria minima o SLC foi
liofilizado (modelo L101 — Liobras). Uma aliquota de 200 mg do material resultante da
liofilizagao foi suspenso em 2 mL de agua destilada, obtendo a concentragao 100.000
pMg/mL e diluidas para obtengdo das concentragdes 50.000 pg/mL, 25.000 pg/mL,
12.500 pg/mL, 62.50 ug/mL e 31.250 pg/mL. Apods esta etapa, uma aliquota de 1mL
de cada concentracao foi adicionada a 99 mL de BDA e o meio foi autoclavado a 121
°C e 1 atm por 15 minutos. Como controle foi adicionado 1 mL agua a 99 mL de BDA.
Apos autoclavagem 10 mL de meio foi vertido em placa de 60 mm de didametro e
inoculado no centro com um disco miceial de S. sclerotiorum. As placas foram
incubadas a 25 °C e fotoperiodo de 12/12 por 48 h. O delineamento experimental foi

inteiramente casualizado com 4 repeticoes. O experimento foi realizado duas vezes.
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3.4.12 GERMINACAO DE ESCLERODIOS

O SLC da LABIM22 foi liofilizado e ressuspendido para concentragao
de 2 mg/mL e diluido para obtencdo das concentragdes de 1 mg/mL e 0,5 mg/mL. Os
tratamentos testados foram: 2 mg/mL, 1 mg/mL e 0,5 mg/mL de LABIM22, Spot SC
da empresa BASF® (200,00 g/L boscalida + 200,00 g/L dimoxistrobina), meio
formulado, e agua destilada.

Os esclerddios foram produzidos pelo cultivo de S. sclerotiorum em
aveia preta. Para tanto, 400 g de graos de aveia preta foram acondicionados em um
erlenmeyer de 2 L, com adi¢do de 60 mL de agua destilada e autoclavado a 121 °C e
1atm de pressao por 20 min. Apds o primeiro ciclo de autoclavagem, adicionou se
mais 40 mL de agua e autoclavou-se por mais 20 min. A partir de uma cultura de 3
dias em meio BDA, foram retirados discos miceliais para inocular os graos de aveia
preta ja esterilizados no erlenmeyer. Os frascos foram incubados em a 18 °C por 30
dias. Apos a formacao dos esclerédios, os mesmos foram coletados para utilizagao
no experimento.

Uma mistura de solo e areia na propor¢gao 3:1 (m/m) foram
autoclavados a 121 °C e 1 atm de pressao por 2 h. Duzentos gramas da mistura
solo/areia foram colocados em caixas plasticas de poliestireno (11 cm x 11 cm x 35
cm) e umedecidos com aproximadamente 40 mL de agua destilada e esterilizada.

Os esclerddios foram desinfectados superficialmente em alcool 70%
por 1 min, hipoclorito de sédio 0,5% por 3 min, trés lavagens em agua destilada
esterilizada e secos em papel filtro estéril em camara de fluxo laminar.

Vinte esclerddios foram dispostos na superficie da mistura solo/areia
em caixa plastica e 240 yL de cada tratamento (equivalente a uma aplicagao de
200L/ha) foram aplicados por aspersao. As caixas foram incubadas a 18 °C sob luz
constante por 30 dias. Apos este periodo foram avaliados o numero de esclerédios
germinados, estipes e apotécios.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Cada

tratamento foi composto por 5 repeticbes com 20 esclerddios por repeticao.
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3.4.13 TRATAMENTO DE SEMENTES DE SOJA COM CELULAS E METABOLITOS DE LABIM22

O sobrenadante obtido do cultivo da LABIM22 em meio formulado foi
obtido conforme descrito no item 3.4.5 foi congelado a - 80 °C e liofilizado por 48 h a
- 60 °C. Apos liofilizagéo foi obtido uma concentragdo de 10" esporos/g de liofilizado.
Os produtos e as doses utilizados no tratamento de sementes se apresentam na
Tabela 1.

Tabela1: Produtos usados no tratamento de sementes de soja

Tratamentos

T1 Apenas inoculado com S. sclerotiorum

T2 Tiofanato metilico (350,00 g/L) + fluazinam (52,50 g/L) e inoculado com S. sclerotiorum
T3 Boscalida (200 g/L) + dimoxistrobina (200 g/L) e inoculado com S. sclerotiorum

T4 LABIM22 100 g de liofilizado/ 100 kg de semente e inoculado com S. sclerotiorum

T5 LABIM22 200 g de liofilizado/ 100 kg de semente e inoculado com S. sclerotiorum

T6 LABIM22 300 g de liofilizado/ 100 kg de semente e inoculado com S. sclerotiorum

As sementes foram desinfectadas com hipoclorito 1% por 1 minuto e
depois lavadas 3 vezes com agua estéril por 1 minuto e secas em fluxo laminar estéril
por 20 minutos.

Apés desinfectadas as sementes de soja foram infectadas com o
patégeno através do contato direto com micélio de S. sclerotiorum por 24 horas. Apos
este periodo as sementes foram tratadas com produto em p6é molhavel, onde em um
becker de 1 litro foram acondicionadas as sementes, o produto, o volume de calda na
propor¢cao de 1 L/ 100 kg de semente e homogeneizadas por 1 minuto. Apds o
tratamento as sementes foram acondicionadas em placas (150 mm) forradas com
papel filtro estéril e umedecido com agua estéril. Cada tratamento contou com 8 placas
com 25 sementes cada, totalizando 200 sementes por tratamento. As placas foram
umedecidas diariamente com agua destilada estéril.

Como tratamento controle foram utilizados dois produtos comerciais:
Certeza N da empresa IHARA® (52,50 g/L fluazinam + 350,00 g/L tiofanato metilico),
produto especifico para tratamento de sementes de soja para controle de S.
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sclerotiorum; e Spot SC da empresa BASF® (200,00 g/L boscalida + 200,00 g/L
dimoxistrobina).

As avaliagbes foram realizadas apos sete dias da montagem do
experimento. Foram avaliadas a incidéncia da doenga (doentes, caso haja sinal do
fungo e sadias caso nao haja o sinal) e a porcentagem de germinagdo das sementes.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado
com 8 repeticdes. A unidade experimental foi uma placa de petri de 150 mm com 25
sementes. O experimento foi realizado uma vez.

Os dados de mortalidade foram submetidos a analise de variancia,
considerando o modelo linear generalizado com a distribuicdo binomial. Quando
significativo, os tratamentos foram comparados utilizando o teste de comparagao de

médias de Tukey (p<0,5).

3.4.14 ANALISE ESTATISTICA

Com excecgao ao item 3.4.13, o demais foram analisados através do

softwear R studio, submetidos a andlise de variancia seguido por teste de Tukey.

3.5 Resultados e discussao

3.5.1 IDENTIFICACAO MOLECULAR DO ISOLADO LABIM22

A cepa LABIM22 apresenta 99% de semelhanga com bactérias da
especie Bacillus velezensis.

Bactérias pertencentes ao género Bacillus sp. tém sido alvo de
estudos por sintetizar varios compostos antimicrobianos com atividade contra doencgas
bacterianas e fungicas, além de sua aplicabilidade no ramo farmacéutico. Seu uso é
eficiente e de baixo risco ambiental e para a saude humana, pois trata-se de um
microrganismo comum na microbiota do solo. Sua capacidade de formar enddsporos
€ de grande valor na elaboracao de bioprodutos, pois tal estrutura € o que garante a
permanéncia e ajuda na colonizacdo do ambiente. Outra caracteristica crucial que a
torna alvo de estudos € sua capacidade de inducao de resisténcia contra ataque de
fitopatdbgenos e promogdo de crescimento de plantas através da produgédo de
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hormonios vegetais sideroforos e solubilizagédo de fosfato (SHAFI & TIAN, 2017).

Ji et al. (2013) em estudos com uma cepa de Bacillus
amyloliquefaciens observaram sua capacidade de biocontrole frente a 12 fungos
fitopatogénicos diferentes entre eles S. sclerotiorum, B. cinerea e F. oxysporum. O
microrganismo em estudo produzia a iturina, composto antimicrobiano comumente
sintetizado por bactérias pertencente a este género.

Em 2018, Baptista et al. publicaram o anuncio genémico de uma cepa
de Bacillus velezensis LABIM40, a qual possui em seu genoma 33 clusters de genes
que codificam moléculas bioativas contra fungos fitopatogénicos. Na pratica seu
efeitos antagonista foi observado ao utilizarem o sobrenadante livre de células frente
a fungos de importancia agricola como: S. sclerotiorum, B. cinerea, R. solani e M.
phaseolina; fato que evidenciou seu potencial biotecnoldgico, motivando estudos
acerca do microrganismo estudado.

Tan et al. (2019) identificaram a cepa HZ-72 como sendo Bacillus
subtilis baseado em sua morfologia, caracteristicas bioquimicas e analise 16s rDNA,
observaram em experimentos em casa de vegetagao controle de 83,34% de R. solani

na cultura do linho.

3.5.2 PREDICAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS

A predicdo das possiveis BGCs feito através da web server
antiSMASH 4.0 (WEBER et al., 2015) indicou a presencga de 7 clusters que codificam
biomoléculas antimicrobianas, dentre as quais fengicina, surfactina e bacilibactina
possuem agao antifungica e as demais, dificidina, macrolactina, bacilysina e bacilaene
possuem atividade antibacteriana (Figura 1).

O género Bacillus € conhecido por sintetizar uma ampla gama das
mais variadas classes de antimicrobianos com acédo de controle contra doencas de
plantas (SHAFI & TIAN, 2017). Cerca de 4 a 5% do genoma de B. subtilis é dedicado
a sintese de metabdlitos secundarios, uma espécie proxima, B. amyloliquefaciens
cepa FZB42 contém em torno de 8% de seu genoma dedicado a sintese de
biomoléculas com interesse agricola, como antimicrobianos peptidicos e
lipopeptidicos, policetiedeos e sideréforos (STEIN, 2005; RUCKERT et al., 2011).
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Portanto é possivel que haja outros clusters que codificam moléculas com outras
fungdes de interesse agricola no genoma da LABIM22.

Este género de bactéria, produz comumente trés familias de
moléculas antifungicas: fengicina, iturina e surfactina.

A fengicina é frequentemente identificada entre os metabdlitos ativos
quando se faz uso de Bacillus spp. para controle de doengas fungicas. Trata se de um
lipodecapeptideo ciclico com um acido graxo — hidroxi com 16 a 19 atomos de
carbono. Existem dois tipos de fengicinas, sendo dividido em fengicina A e B. Ambas
atuam especificamente contra fungos filamentosos agindo através da inibicdo da
fosfolipase A2 (NISHIKORI et al., 1986).

Query sequence

Dificidina

Fengicina

Macrolactina

Surfactina

Bacillaene

Bacillibactina

Bacilysina

Figura 1 - Principais clusters de metabdlitos secundarios preditos pelo programa antiSMASH no
genoma do isolado LABIM22 comparado com cepas de Bacillus spp. As areas destacadas indicam as
diferencas encontradas entre os clusters representados.
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Surfactina € um poderoso biosurfactante natural, lipopeptideos desta
familia interagem com as camadas lipidicas da membrana celular dos
microrganismos, formando poros e solubilizando a camada, causando morte celular
(ONGENA & JACQUES, 2008).

Representantes da familia das iturinas ndo foram encontradas até o
momento no genoma de LABIM22.

Bacilibactina € uma biomolécula sideréfora de ferro, sua agao
antifangica acontece pela indisponibilizacdo de ions de ferro. Karim et al. (2019)
estudaram o genoma da cepa JRCGR — 1 (Bacillus glycinifermentans) e encontraram
um cluster que codifica bacillibactina, assim como outros metabdlitos secundarios e

concluiram que a cepa possui potencial de biocontrole contra doencgas de solo.

3.5.3 ENSAIO DE ANTAGONISMO DIRETO POR CULTURA DUPLA

Bactérias do género Bacillus agem majoritariamente por antibiose,
produzindo metabdlitos secundarios (EARL et al., 2008). Portanto a cepa antagonista
precisa de tempo para sintetizar suas biomoléculas e expressar sua atividade
antifungica. Portanto, quanto mais lento o crescimento do patégeno, mais tempo ha
para biossintese e difusdo das moléculas no meio solidificado.

Sua capacidade de antibiose, sintese de hormbnios vegetais,
sideroforos, solubilizagao de fosfato e esporulagéo torna este género alvo constante
de estudos (SHAFI & TIAN, 2017). A cultura dupla € uma metodologia amplamente
utilizada para comprovar o potencial biotecnolégico de uma cepa, sendo usado para
screening de banco de microrganismos por ser rapido e confiavel.

A Figura 2 mostra os resultados do teste de antagonismo direto, onde
€ possivel notar que o isolado possui potencial antagbnico frente a todos os
fitopatdogenos testados.

No ensaio de cultura dupla a menor porcentagem de inibicao foi para
S. sclerotiorum com 59%, seguido por R. solani com 64%. J& M. phaseolina e B.
cinerea obtiveram a mesma porcentagem, 66% com diferenga significativa entre os
fitopatdgenos. Nos estudos com a producdo de metabdlitos em cultivo liquido,
observou se que S. sclerotiorum foi a mais suscetivel, obtendo a maior porcentagem

de inibicao (dados apresentados no item 3.5.4). Esta diferenga possivelmente se deve
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ao tempo de crescimento de cada fungo, sendo S. sclerotiorum o mais rapido entre os
patogenos utilizados, tomando a placa de petri de 90 mm de didmetro em 4 dias,

enquanto os demais demoraram 7 dias.

A 70% - a a
60% -
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40% -
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10% -

Porcentagem de inibigao do crescimento micelial

0%

T

Sclerotinia scleotiorum Macrophomia phaseolina Botrytis cinerea Rhizoctonia solani

Sclerotinia Macropholin Botrytis Rhizoctonia
sclerotiorum a phaseolina cinerea solani

Figura 2 - Ensaio de antagonismo direto da cepa LABIM22de Bacillus sp. contra fungos fitopatogénicos
(Sclerotinia sclerotiorum, Macrophomina phaseolina, Botrytis cinerea e Rhizoctonia solani). A —
Porcentagem de inibicdo por antagonismo direto entre a cepa LABIM22 e fitopatégenos. As barras
azuis representam porcentagem de inibigdo do crescimento micelial do fitopatdgeno. As barras de erro
representam o desvio padrédo com base em 4 repeti¢cdes por experimento. Médias seguidas de letras
iguais nao diferem entre si pelo teste de Tukey. B — Imagem da placa de petri contendo o experimento
de antagonismo direto entre a cepa LABIM22 e fungo fitopatogénicos.

3.5.4 TESTE DE SOBRENADANTE LIVRE DE CELULAS

Os resultados para a atividade do sobrenadante livre de células
obtidos pela fermentagdo em 3 meios diferentes contra os quatro fungos
fitopatogénicos estao apresentados na figura 3 e 4.
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Quando LABIM22 foi cultivada no Meio Formulado (MF) houve uma
maior porcentagem de inibicdo frente a todos os patdogenos confrontados, com
diferencga significativa para os outros meios de cultivo utilizados, indicando que o MF
foi 0 mais eficiente para estimular a biossintese de compostos antifungicos. Este foi,
portanto, o meio utilizado como padrdo para os proximos ensaios. O fungo S

sclerotiorum mostrou-se o mais suscetivel e R. solani o mais resistente.
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Figura 3 — A - Porcentagem de inibicao de Sclerotinia sclerotiorum, Macrophomina phaseolina, Botrytis
cinerea e Rhizoctonia solani pelo sobredanadante da cepa LABIM 22 de Bacillus sp. cultivada em trés
diferentes meios (LB — Luria Bertani; LB+M — Luria Bertania com micronutrientes; MF — Meio formulado).
Médias seguidas de letras iguais na mesma coluna n&o diferem entre si pelo teste de Tukey. As barras
de erro representam o desvio padrdo com base em 8 repeticdes por experimento. O experimento foi
repetido 3 vezes. B - Teste de difusdo em agar com S. sclerotiorum vs. metabdlitos de LABIM22
sintetizados nos trés meios de cultivo.

A composicdo do meio otimizado para sintese de metabdlitos

secundarios € um ponto importante a ser levado em conta quando a fermentacéao é
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voltada para producdo de antifungicos. Contudo, o estudo de diferentes meios de
cultura ndo € um assunto encontrado em abundancia na literatura.

Medeot et al. (2017), objetivaram em seu estudo variar fontes de
carbono e nitrogénio afim de observar se haveria maior eficiéncia na producao de
antifungicos e observaram que ha uma relagdo direta entre a fonte utilizada e a
quantidade de biomassa e metabdlitos obtidos, sendo a sucrose a melhor fonte
testada.

Kilani — Feki et al. (2016), estudaram 13 meios de cultura diferentes
para otimizar a produg¢do de antifungicos produzidos pela cepa V26 de B. subtilis,
encontrando os melhores resultados ao adicionar farinha de soja como fonte de
nitrogénio e extrato de batata como fonte de carbono. No estudo foi relatado que é
possivel utilizar fontes eficientes, de baixo custo e ainda assim obter um bom
resultado, sendo de crucial importancia para um bioproduto comercial. Contudo, essas
fontes devem estar em quantidades ideais, segundo os autores, 30 g/L de farinha de
soja e 200 g/L de extrato de batata. Ainda neste mesmo estudo € mencionada a
importancia da boa oxigenagao no processo fermentativo, possuindo uma relagao
direta com a eficiéncia metabdlica das biomoléculas. Composicdo do meio de cultura
alinhado a uma boa aeragado significou uma melhora de 90% na producdo de
antifangico no trabalho mencionado. Em relacdo a aeragdo os autores utilizaram
frascos Erlenmeyer com capacidade de 250 mL, contendo 50 mL de meio de cultivo e
150 rpm de agitagdo; no estudo envolvendo a cepa LABIM22 foi utilizado frasco
Erlenmeyer com capacidade de 1 L, contendo 400 mL de meio de cultivo e 200 rpm
de agitagao, ou seja, em ambosos estudos 0 meio de cultura ocupou 1/3 do volume
do frasco utilizado.

O meio formulado conta com fontes de nitrogénio, carbono e
micronutrientes, este ultimo atuando como fonte de cofatores enzimaticos. Os meios
LB e LB+M nao contam com a mesma quantidade e qualidade das fontes de carbono
e nitrogénio presentes no meio formulado. Embora o meio LB+M possua
micronutrientes adicionais, ndo foram observados resultados semelhantes ao MF, o
que indica que, neste experimento, o suplemento das fontes de carbono e nitrogénio
foram de grande valor para aumentar a quantidade de antifiUngicos produzidos por
LABIM22, dados que corroboram os do estudo de Kilani — Feki et al. (2016) citado

acima.
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3.5.5 TESTE DE ESTABILIDADE DOS METABOLITOS

As figuras 4, 5 e 6 mostram os resultados das analises de estabilidade
revelando que os metabdlitos produzido pela cepa antagonista sdo estaveis as
temperaturas (25, 70, 100 e 121° C), luz (branca, 254 nm e 365 nm) e pH (entre 3 e
11), respectivamente ndo havendo diminuicdo do efeito inibitorio do crescimento
micelial de S. sclerotiorum (analise de variancia n&o significativo p< 0.05).

Conhecer a temperatura na qual os metabdlitos do antagonista
estudado sao ativos é importante na elaboragdo de um bioproduto, tendo em vista que
em muitos casos 0 armazenamento e o transporte serdo em condicdes de altas
temperaturas. Apds aplicagao as biomoléculas serdo expostas a altas temperaturas e

a longos periodos de exposig¢ao a luz UV.
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Figura 4 - Testes de estabilidade térmica (25 °C; 70 °C; 100 °C; 121 °C) dos metabodlitos produzidos
pela cepa LABIM22 em meio formulado A - Porcentagem de inibigdo do crescimento micelial de S.
sclerotiorum em teste de difusao pelo SLC de LABIM22 submetido a diferentes temperaturas. As barras
de erro representam o desvio padrdo com base em 8 repetigdes. B - Teste de difusdo em agar com S.
sclerotiorum contra metabdlitos de LABIM22 submetidos a diferentes temperaturas.
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A estabilidade frente a um ciclo de autoclavagem (normalmente a 121
°C e 1 atm por 15 minutos) € importante ndo apenas por conta de suportar uma
situacado extrema, mas por ser este 0 método de esterilizagao utilizado no processo
do desenvolvimento do produto.

O pH do solo varia do basico ao acido de acordo com cada tipo de
solo e regido. Para formulagdo normalmente o pH é acido afim de evitar a germinagao
dos esporos da bactéria antagonista.

Os endédsporos, por serem estruturas de resisténcia permanecem
viaveis em condi¢des adversas. Se os seus metabdlitos sdo também estaveis nessas
condicdes, isso facilitara que o esporo enfrente menos concorréncia na colonizagao

dos tecidos da planta.
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Figura 5 — Testes de estabilidade a diferentes comprimentos de ondas de luz (Luz branca; 254 nm;
365 nm) dos metabdlitos produzidos pela cepa LABIM22 em meio formulado. A - Porcentagem de
inibicdo do crescimento micelial de S. sclerotiorum em teste de difusdo pelo SLC de LABIM22
submetido a diferentes comprimentos de ondas de luz. As barras de erro representam o desvio padrao
com base em 8 repeticbes. B - Teste de difusdo em agar com S. sclerotiorum contra metabdlitos de
LABIM22 submetidos a diferentes comprimentos de ondas de luz.

Casos de moléculas resistentes a condicbes adversas tém sido
relatados por varios pesquisadores. Ji et al. (2013) estudaram o potencial
biotecnolégico da cepa de B. amyloliquefaciens CNU114001 contra 8 fungos

fitopatogénicos, dentre os quais, B. cinerea e S. sclerotiorum. Apoés verificarem seu
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bom desempenho como agente antagonista, fizeram a avalicdo de estabilidade a
temperatura variando de -25 a 100 °C e luz UV de 254 nm e 365 nm e verificaram que
seus metabdlitos foram estaveis a estas condi¢cdes. Parte dos metabdlitos
identificados por este grupo de cientistas coincidem com os metabdlitos encontrados
na predicdo de clusters de antifungicos presentes no genoma da LABIM22 (item
3.5.2), sendo estes: fengicina e surfactina.

Nawaz et al. (2018) obtiveram resultados semelhantes ao do presente
estudo utilizando a cepa de Bacillus licheniformis OE-04. Seus metabdlitos foram

estaveis a temperatura de 25 a 100 °C e variagdes de pH entre 5 e 9.
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Figura 6 — Testes de estabilidade a diferentes pH (3; 4; 5; 6; 7; 8; 9; 10; 11) dos metabdlitos produzidos
pela cepa LABIM22 em meio formulado. A - Porcentagem de inibigdo do crescimento micelial de S.
sclerotiorum em teste de difusao pelo SLC de LABIM22 submetido a diferentes faixas de pH. As barras
de erro representam o desvio padrdo com base em 8 repeti¢des. B - Teste de difusdao em agar com S.
sclerotiorum contra metabdlitos de LABIM22 submetidos a diferentes faixas pH.

3.5.6 PRODUGCAO DE ACIDO INDOL ACETICO (AlA)

A cepa estudada produziu baixa quantidade de AIA, apenas 2,11
pug/mL. Esse valor é baixo em relagao ao encontrado no estudo de Bhutani et al. (2018)
no qual isolaram 33 bactérias endofiticas de plantas de feijao moyashi (Vigna radiata)
e verificaram que todas produziam AIA em niveis que variaram de 8,3 a 92,03 ug/mL.
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Dentre os 33 isolados os melhores foram cepas de Bacillus aryabhattai, B. megaterium
e B. cereus, demonstrando que o género Bacillus € bom produtor de acido indol
acético, hormémio essencial ao desenvolvimento fisiolégico da planta.

Em alguns casos bactérias podem produzir AIA como uma forma de
tolerancia a metais pesados como o cromio (Cr) (SAGAR et al., 2012), como
demonstrado por Shim et al. (2015) que isolaram uma cepa de Bacillus sp. (JH 2-2)
da rizosfera de uma planta contaminada por metais pesados, a qual reduz o Cr (VI) a
Cr(lll), secretando AIA e consequentemente promovendo o crescimento da planta. A

sintese de AlA esta intimamente ligada a presencga do Cr.

3.5.7 TESTE DE SOLUBILIZACAO DE FOSFATO

Nao houve formacdo de halo em torno da colénia de LABIM22,
indicando que, em meio de cultura GL, a cepa em estudo nao foi capaz de solubilizar
fosfato inorganico (CaHPO4). Para um resultado mais conclusivo € necessario avaliar

se a cepa em estudo é capaz de solubilizar fosfato com outros meios de cultivo sdlidos.

3.5.8 ATIVIDADE HEMOLITICA EM AGAR SANGUE

A Figura 8 mostra que houve atividade hemolitica em agar sangue por
parte do SLC da LABIM22. O aparecimento de um halo translucido em torno do pogo

com um didmetro médio de 20 mm revela que houve produgao de biossurfactante.

Atividade hemolitica em agar sangue

Figura 7 - Atividade hemolitica em meio agar sangue com 200 pL de SLC da cepa LABIM22 aplicado
em cada poco.
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Varios autores relatam a presenca de moléculas da familia da
surfactina em seus estudos com Bacillus sp.: Ji et al. (2013); Chen et al. (2009) com
B. amyloliquefaciens; He et al. (2019) com B. subtilis e Karim et al. (2019) com B.
glycinifermentans.

A surfactina € um lipopeptideo ciclico com sete a dez aminoacidos,
acidos graxos e cadeia de hidrocarbonetos, o que possibilita variadas formas
isoméricas. O mecanismo de acao das surfactinas se da pela caracteristica anfifilica
e sua capacidade de interagcdo com a membrana celular dos fitopatdogenos. Esta
interacao € devido ao seu poder biossurfactante, causando a formacao de poros e a
completa degradacdo da membrana celular do microrganismo alvo, causando sua
morte (ONGENA e JACQUES, 2008).

A atividade desta familia de biomoléculas nao se limita ao seu poder
antifungico, mas também auxilia a bactéria em fungcbées de mobilidade como swarming
e formacao de biofilme. Cepas que nao produzem surfactina ndo costumam formar
biofilme e ndo possuem mobilidade (FIRA et al., 2018).

Além da acdo direta nas células de fitopatégenos, a mobilidade
através de swarming juntamente com a formacdo de biofilme possibilitam uma
colonizagdo mais eficiente, o que reflete diretamente no sucesso do biocontrole de
doencas e na promogao de crescimento de plantas. A producéao de surfactina por parte

da cepa de Bacillus LABIM22 evidencia ainda mais seu potencial biotecnoldgico.

3.5.9 CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA

No ensaio de concentragao inibitéria minima foi encontrada o ponto
de inbigdo de 100% do crescimento micéliogénico em 500 pg/mL do liofilizado, com
atividade inibitéria decrescendo gradualmente a partir da concentracao de 250 ug/mL
com 82,72% de inbicédo e 47,93% para 125 ug/mL. Ja as doses de 62,5 ug/mL e 31,25
Mg/mL demonstraram atividade parcial, uma vez que as hifas de S .sclerotiorum
ficaram pouco densas em relagao a placa controle.

Com a confirmagao da estabilidade a altas temperaturas e a um ciclo
de autoclavagem completo (121 °C, 1 atm, 15 min), foi possivel utilizar este método

de esterilizagao, o que facilitou a metodologia a ser utilizada.
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As concentragdes de completa inibicdo (100%) com 500 pg/mL e a
mais proxima a 50% de controle, 250 ug/ml, foram satisfatéria e corroboram com
resultados ja publicados por Ji et al. (2013) onde avaliaram a concentragao inibitoria
minima também contra S. sclerotiorum e encontraram um valor de 100% de inbicéo

nas faixas de 500 a 100 ug/ml utilizando extrato bruto de Bacillus amyloliquefaciens.
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Figura 8 — Concentragéo inibitéria minima dos metabdlitos de LABIM22 contra S. sclerotiorum. A -
indice de crescimento micelial em porcentagem (ICM) em funcdo das doses utilizadas (31,25 ug/ml,
62,5 ug/ml, 125 ug/ml, 250 ug/ml, 500 ug/ml e 1000 ug/ml). Os circulos na curva representam a dose
utilizada. B — Crescimento micelial de S. sclerotiorum frente aos metabolitos da LABIM22.

3.5.10 GERMINACAO DE ESCLERODIO

Na figura 9 se apresentam os dados de taxa de germinagao de
esclerddios (N° em unidades), estipes (N° em unidades) e apotécios (N° em unidades)
de S. sclerotiorum produzidos com aplicacdo de metabdlitos de LABIM22 em 3
concentragoes diferentes. A germinacgao foi igual para os esclerddios tratados com os
metabdlitos de LABIM22 e o controle com agua, havendo efeito deletério apenas no
tratamento com fungicida quimico. Ja para o numero de estipes a maior dose de
metabdlitos (2 mg/ml) n&o diferiu do tratamento quimico, porém, néo teve diferenca

com o controle agua. Considerando o numero de apotécios formados, as
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concentragdes de metabolitos a 1 e 2 mg/mL tiveram uma média significativamente
igual ao fungicida quimico e menor ao controle com agua.

Impedir a germinagédo do esclerodio € uma forma eficiente de
assegura a sanidade da lavoura, uma vez que os esclerddios ficam viaveis no solo
por longos periodos e germinam em condigdes ambientais ideais. AGs germinarem
emitem as estipes as quais ddo origem aos apotécios onde se produzem o0s
ascosporos, que sao 0s esporos sexuais que infectam a planta e causam a doenca
(CAMPOS et al., 2010, MEYER, 2013).
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Figura 9 — Taxa de germinagao de esclerddios (%), estipes (unidades de estipes formadas) e apotécios
(unidades de apotécios formados) de Sclerotinia sclerotiorum em teste de esclerddios tratados com
metabolitos de LABIM22 em 3 concentragdes (2 mg/mL; 1 mg/mL; 0,5 mg/mL) fungicida quimico (Spot
- 200,00 g/L boscalida + 200,00 g/L dimoxistrobina); meio formulado (MF) e agua. As barras de erro
representam o desvio padrdo com base em 5 repeti¢cdes por tratamento e 20 esclerddios por repeticao.
Letras iguais n&o diferem entre si pelo teste de Tukey.

Qualquer etapa interrompida impedird o progresso da doenga,
portanto, embora os metabdlitos de LABIM22 nao tenham inibido a germinagao
carpogénica, houve a redugcdo de 22,2 apotécios no controle com agua para 7,2
apotécios na concentracado de LABIM22 a 2mg/mL, o que diminuira a quantidade de

ascosporos liberados no ar e por tanto a quantidade de in6culo na lavoura.
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3.5.11 TRATAMENTO DE SEMENTES DE SOJA COM CELULAS E METABOLITOS DE LABIM22

N&o houve diferenga significativa na germinagao de sementes de soja
inoculadas com S. sclerotiorum e tratadas com metabdlitos de LABIM22 e fungicidas
quimicos, mas sim com germinagado de semente somente inoculada com o fungo. Na
média o tratamento com LABIM22 e os fungicidas quimicos tiveram uma germinagao
de 95,5% para tiofanato metilico + fluazinam; 94% para boscalida + dimoxistrobina;
91,5% para LABIM22 100g/100kg; 94,5% para LABIM22 200g/100kg e 93,5% para
LABIM22 300g/100kg em comparagdo com uma meédia de 39,5% sementes
germinadas no tratamento controle, o que representa um aumento de mais de 50%
para todos os tratamentos (Figura 11). Os resultados indicam também que nao ha

efeito fitotdxico do pd molhavel a base de LABIM22 na germinagao das sementes de

soja.
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Figura 10 — Germinacado de sementes de soja inoculadas previamente com Sclerotinia sclerotiorum e
tratadas com p6é molhavel a base de LABIM22 LABIM22 nas concentragdes de 100g/100kg, 200g/100kg
e 300g/100kg e fungicidas quimicos (tiofanato metilicot+fluazinam e boscalida+dimoxistrobina). As
barras de erro representam o desvio padrédo com base em 8 repeti¢gdes por tratamento. Letras iguais
nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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A porcentagem de sementes sadias no controle somente inoculado
com S. sclerotiorum foi de 2,5%, enquanto na concentra¢des de 200 e 300 g/100 kg
de LABIM22 foi de 93% e 94% de sementes sadias respectivamente, ndo havendo
diferenga significativa quando comparado aos produtos quimicos utilizados (Figura
12).

Ha poucos estudos na literatura sobre tratamento de sementes com
Bacillus spp. ou outros géneros de bactérias para biocontrole de S. sclerotiorum.

Uma das formas de transmissao da doencga para novas areas pode
ser o transito de maquinarios que carregam os propagulos do patégeno, esclerédios
em lotes de semente bem como micélio no interior da semente (HENNING et al.,
2014). Esta ultima forma de transmisséo € de dificil indentificagdo e controle, portanto,
o tratamento de sementes que assegura a sanidade da semente tem muita

importancia epidemioldgica.
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Figura 11 — Porcentagem de sementes de soja sadias em teste de germinacéo de sementes inoculadas
previamente com Sclerotinia sclerotiorum e tratadas com pé molhavel a base de LABIM22 LABIM22
nas concentracdes de 100g/100kg, 200g/100kg e 300g/100kg e fungicidas quimicos (tiofanato
metilico+fluazinam e boscalida+dimoxistrobina). As barras de erro representam o desvio padrdo com
base em 8 repeti¢cdes por tratamento. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Hu et al. (2019) em seu trabalho com o B. subtilis cepa BY-2 também
obeteviveram resultados positivos no tratamento de sementes de colza com 2,5. 108
UFC/semente. As sementes foram semeadas a campo em quatro regides distintas, e

verificaram menores indices de podridao de sclerotinia quando comparado ao controle
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nao tratado. Para fermentar a cepa antagonista, os autores utilizaram o meio LB, meio
ideal para crescimento de biomassa, porém ao estimular o crescimento populacional
do microrganismo, a sintese de moléculas antifungicas acaba sendo prejudicada,
havendo baixa presenca destas para o controle da doenga (KILANI — FEKI et al.,
2016).

O sucesso do controle obtido no tratamento de sementes € decorrente
de uma combinagédo de metabdlitos antifungicos, os quais irdo diminuir a competi¢cao
da cepa antagonista com fitopatdgenos para que a mesma tenha tempo o suficiente
para colonizar e metabolizar mais biomoléculas benéficas para a planta. No genoma
da LABIM22 estédo presentes os clusters de fengicina, bacilibactina e surfactina, e,
possivelmente, o efeito antagdnico obtido no presente trabalho esta ligado a presenca
destes compostos. A colonizagcdo provavelmente esta sendo auxiliada por moléculas
da familia das surfactinas, as quais segundo Fira et al. (2018) auxiliam na mobilidade
e formacao de biofilme, caracteristicas essenciais para uma boa colonizagao, além de
possuir propriedade antagonistas através da interagdo com a membrana celular dos

fitopatégenos.

<

LABIM22 100g/100kg de sementes LABIM22 200g/100kg de sementes LABIM22 300g/100kg de sementes

Figura 12 — Teste de germinacdo de sementes de soja infectadas com Sclerotinia sclerotiorum e
tratadas com formulagbes a base de LABIM22 (100g/ 100kg; 200g/ 100 kg e 300g/ 100kg de sementes
de soja) e fungicidas quimicos tiofanato metilico + fluazinam e boscalida + dimoxistrobina.

O resultado obtido neste experimento corrobora a predicdo de
metabdlitos secundarios (item 3.4.3) contendo moléculas com conhecido efeito
antimicrobiano que auxilia no antagonismo e na colonizagdo eficiente da cepa
LABIM22.
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3.6 Conclusao

O sequenciamento da cepa LABIM22 revelou que a mesma pertence
a espécie Bacillus velezensis. A atividade antifungica frente aos fungos
fitopatogénicos Sclerotinia sclerotiorum, Botrytis cinerea, Macrophomina phaseolina e
Rhizoctonia solani foi mais eficiente quando LABIM22 foi cultivada em meio MF. O
tratamento de sementes de soja, previamente infectadas com S. sclerotiorum, com pé
molhavel a base de LABIM22 mostrou controle eficiente do mofo branco, comparavel
aquele obtido com os fungicidas quimicos utilizados como controle (tiofanato
metilico+fluazinam e boscalida+dimoxistrobina). A atividade antagonista in vitro e o
sucesso de biocontrole do mofo branco in vivo sugere uma agao antagonista ligada
as moléculas de fengicina, surfactina e bacilibactina produzidas pela cepa LABIM22.
Essa moléculas bioativas foram preditas a partir da identificagdo dos biosynthetic gene

clusters apos o sequenciamento do genoma da cepa LABIM22 de B. velezensis.
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4 Artigo B

ANTAGONISMO IN VITRO DA CEPA DE Bacillus velezensis LABIM22 FRENTE
A Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli E Fusarium solani.

4.1 Resumo

Os fungos Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli, causador da murcha de fusarium e
Fusarium solani, agente causal da podridao radicular seca causam danos expressivos
na cultura do feijdo. Uma alternativa eficiente e de baixa agressividade ao meio
ambiente e a saude humana é o uso do controle biolégico usando fungos e bactérias
antagonistas. O objetivo deste trabalho foi investigar o potencial antagonista contra F.
oxysporum f. sp. phaseoli e F. solani da cepa de Bacillus velezensis LABIM22. O
antagonismo in vitro foi investigado pelo teste de cultura dupla no qual LABIM22
apresentou 72% e 75% de inibicao de crescimento micelial de F. oxysporum f. sp.
phaseoli e F. solani 145, respectivamente. Para determinar o melhor meio de cultivo
para otimizacio da producio de metabdlitos secundarios, foram testados o meio Luria
Bertani (LB); LB+ micronutrientes (LB+M) e o meio formulado (MF - formulagdo em
pedido de patente). O MF apresentou inibicdo superior quando comparado com o0s
demais meios, portanto foi utilizado como meio padrao para cultivo. No experimento
de estabilidade térmica e pH, observou-se que os metabdlitos de LABIM22 foram
estaveis. Ja para variagao de comprimentos de ondas de luz houve um incremento de
5% de inibicdo no comprimeto de onda de 365 nm. A concentragao inbitéria minima
revelou que uma concentragéo de 1000 ug/mL foi capaz de inibir 51% do crescimento
micelial de F. oxysporum. Este conjunto de dados evidenciam o potencial
biotecnoldégico da cepa LABIM22 como agente de controle biolégico contra

F.oxysporum f. sp. phaseoli e F. solani.

Palavras chave: Antagonismo, controle bioldgico, feijao.
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4.2 Abstract

Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli, which causes fusarium wilt and
Fusarium solani, the causal agent of dry root rot, causes significant damage to the
bean crop. An efficient and low-aggressive alternative to the environment and human
health is the use of biological control using fungi and antagonistic bacteria. The aim of
this work was to investigate the potential antagonist against F. oxysporum f. sp.
phaseoliand F. solanifrom the Bacillus velezensis LABIM22 strain. in vitro antagonism
was investigated by the double culture test in which LABIM22 showed 72% and 75%
mycelial growth inhibition of F. oxysporum f. sp. phaseoli and F. solani 145,
respectively. To determine the best culture medium to optimize the production of
secondary metabolites, the Luria Bertani (LB) medium was tested; LB + micronutrients
(LB + M) and the formulated medium (MF - formulation in patent application). The MF
showed superior inhibition when compared to the other media, so it was used as a
standard medium for cultivation. For the thermal stability and pH experiment, where it
was observed that the metabolites of LABIM22 were stable, with no significant
difference by the Tukey test. As for the variation in light wavelengths, there was an
increase of 5% in the 365 nm range. The minimum inhibitory concentration revealed
that a concentration of 1000 pg/mL was able to inhibit 51% of the mycelial growth of
F. oxysporum. This data set shows the biotechnological potential of the strain LABIM22

as a biological control agent against F.oxysporum f. sp. phaseoli and F. solani.

Keywords: Antagonism, Common bean, Fusarium spp.
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4.3 Introducao

O feijao é um alimento basico na dieta do brasileiro, sendo para muitos
a principal fonte de proteinas com um consumo médio de 3,05 milhdes de toneladas
no pais. Seu ciclo curto possibilita o cultivo em basicamente 3 épocas: de setembro a
novembro (feijdo das aguas), janeiro a margo (safra da seca) e maio a julho (safra de
inverno ou terceira época). Para a primeira safra de 2020 é estimada uma area de
904,7 mil hectares, plantio reduzido em comparacdo com a ultima safra, explicado
pela competicdo de pregos com soja e milho, além de coincidir com épocas chuvosas
na colheita, o que acarreta em uma menor qualidade do produto. Ja para a segunda
safra a area estimada é de 1.4 milhdes de hectares e 597,8 mil hectares para a terceira
safra (CONAB, 2020).

Com uma producao que se estende de norte a sul do pais e nas mais
diferentes épocas do ano, um dos entraves na produtividade da cultura é o
aparecimento de doencas. Dentre os patdgenos que causam prejuizos enconémicos,
os fungos que habitam o solo se destacam nao apenas pelos danos, mas também
pela dificuldade de implementagdao de tratamentos quimicos e culturais, sendo de
grande importancia a adogao de diferentes formas de controle.

Fungos do género Fusarium estao entre os fitopatdégenos habitantes
do solo de importancia econdbmica, como Fusarium solani, agente causal da podridao
radicular seca. O patdégeno é favorecido em condigdes de solo compactado, baixas
temperaturas e alta umidade. Os sintomas se iniciam na raiz € no hipocaétilo de
plantulas ou plantas jovens em forma de estrias verticais com coloracao avermelhada.
A doenga evolui com o aparecimento de lesdes irregulares, avermelhadas, que
quando coalescem se tornam marrons, atingindo a superficie do solo. O patégeno
destroi o sistema radicular, podendo acometer toda raiz, impedindo a absor¢ao de
agua e consequentemente as demais atividades fisiologicas. O tratamento de
sementes pode impedir 0 avango da doenga para novas areas ou proteger as plantulas
apos a germinacgao. O uso de cultivares com maior volume de raiz, semeadura mais
rasa, menor numero de plantas no stand e solo bem drenad sao medidas de controle.
(WENDLAND et al., 2016; WENDLAND et al., 2018).

O fitopatdogeno Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli, causador da
murcha de fusarium em plantas de feijao € mais expressiva economicamente no

plantio da seca. O patdégeno infecta o hospedeiro pela raiz e coloniza o tecido em
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dire¢do ao xilema. Os principais sintomas da doencga sao: folhas cloréticas que secam
e senescem com o tempo, murcha generalizada principalmente na época de
enchimento de vagens. Em plantas mais jovens o crescimento fica reduzido e em
casos de colonizagcdo severa a planta morre. Em condi¢cdes de alta umidade ha o
aparecimento de micélio rosado no caule da planta, o que indica a producédo de
conidios pelo fitopatégeno. A severidade da doenga aumenta em presenca de
nematoides como Meloidogyne spp. e Pratylenchus spp., 0s quais causam ferimentos
na raiz, facilitando a infeccdo pelo F. oxysporum f. sp. phaseoli. Como medida
preventiva de controle, o uso de sementes sadias ou tratamento quimico das mesmas,
semeadura rasa, plantio em épocas de altas temperatura e solo profundo sao
importantes para assegurar a sanidade da lavoura. Outras medidas possiveis é 0 uso
de variedades resistentes, rotagcdo de cultura com gramineas, evitando sempre
plantas hospedeiras (WENDLAND et al., 2018).

As formas de controle culturais e com produtos quimicos sintéticos
que tém sido comumente utilizadas sao eficazes quando utilizadas de forma correta.
Contudo, o controle biolégico tem sido uma alternativa a implementar se utilizar no
manejo integrado de doencgas, aumentando a eficacia de controle, diminuindo riscos
ambientais e a saude humana (RAUT e KARUPPAYIL, 2014).

Dentre os microrganismos utilizados para biocontrole de doengas de
plantas, as bactérias dos géneros Pseudomonas e Bacillus estdao entre as mais
frequentemente estudadas. Bactérias pertencente ao género Bacillus sao aerdbias ou
anaerobias facultativas, podem utilizar varias fontes de carbono para seu crescimento
além de formarem enddsporos (MADIGAN et al., 2016). A formagao de enddsporos,
que sao estruturas de resisténcia, € a caracteristica deste género com que possibilita
sua sobrevivéncia e colonizacado rizosférica. A capacidade de biossintetizar
metabdlitos secundarios com atividade antimicrobiana €& de interesse para o
desenvolvimento de bioprodutos para a agricultura (BAPTISTA et al., 2018; PAZ et
al., 2018).

O objetivo deste trabalho foi investigar a atividade antagonista in vitro
da cepa LABIM22 contra Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (FOP06) e Fusarium
solani (FUS145 e FUS234), bem como otimizacdo de meio de cultivo para maximizar
a producao de moléculas bioativas e avaliar a estabilidade de seus metabdlitos frente
a fontes de estresse.
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4.4 Materiais e Métodos

4.4 .1 MICRORGANISMOS

A cepa LABIM22 foi isolada no Laboratério de Biotecnologia
Microbiana (LABIM) localizado na Universidade Estadual de Londrina (UEL) a partir
de uma amostra ambiental do solo. Este microrganismo se encontra depositado na
colecédo do LABIM. A ativagao da cepa a partir da solugao estoque foi realizada em
meio Luria Bertani agar (LBA) a 28 °C por 24 h.

O presente microrganismo foi obtido através de um screening onde
foram testadas um total de 9 cepas provenientes de uma amostra ambiental do solo.
Através do desafio por cultura dupla indentificou se LABIM22 como o microrganismo
com maior potencial biotecnolégico dentre as bactérias testadas.

Os fitopatégenos utilizados para os experimentos serdo Fusairum
solani 145, Fusarium solani 234 e Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli 06, os quais
estdo mantidos na coleg¢ao da professora Dra. Maria Isabel Balbi-Peha no Laboratério
de Fitopatologia da Universidade Estadual de Londrina. O cultivo dos fungos
fitopatdgenos foi realizado em meio de cultivo batata dextrose agar (BDA), a 25 °C e
fotoperiodo de 12/12 h.

4.4.2 ANTAGONISMO DIRETO POR CULTURA DUPLA

O microrganismo foi ativado como ja mencionado no item 4.4.1 e feito
um segundo cultivo em LBA e incubado em B.O.D a 28 °C por 24 h. Apds este periodo,
com o auxilio de uma alga bacteriolégica o antagonista foi inoculado nas bordas da
placa de petri contendo meio BDA. No centro centro desta mesma placa foi adicionado
um disco micelial de 6 mm de didametro do fitopatdégeno (Fusairum solani 145,
Fusarium solani 234 e Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli 06). Como controle utilizou
se placas de BDA contendo apenas o disco micelial do patégeno inoculado ao centro.
O experimento foi incubado em B.O.D a 25 °C com fotoperiodo de 12/12 h. Apés 7
dias foi avaliado o crescimento micelial em milimetros (mm) com auxilio de paquimetro
e calculado a porcentagem de inibicado através da seguinte formula (YAHYAZADEH et
al., 2008):
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dc —dt
dc

ICM (%) = [ ] x 100

Onde:
ICM = Porcentagem de inibi¢do do crescimento micelial
dc = didmetro médio da coldnia no controle (mm)
dt = didmetro médio da colbénia de cada tratamento (mm)
O delineamento do experimento sera inteiramente casualizado com 8

repeticoes. O experimento sera repetido.
4.4.3 CULTIVO LIQUIDO DA CEPA LABIM22

O pré-inéculo foi preparado a partir de colbnias puras (obtidas
conforme descrito no item 4.4.1), as quais foram suspensas em salina (0,85% cloreto
de sddio) e ajustada para 0,5 na escala de McFarland (1.5 x 108 UFC/mL). O in6culo
foi preparado a partir de 30 uL dessa suspensdo bacteriana, as quais foram
transferidas para um frasco erlenmeyer de 125 mL contendo 30 mL de caldo LB e
incubado a 28 °C por 24 h a 125 rpm (Shaker orbital Tecnal - TE 422, Brasil). Para
fermentagao aliquotas de 1% (v:v) do inéculo foi adicionado aos seguintes meios de
cultivo: Meio 1 (LB): caldo LB (g L™: triptona 10.0, extrato de levedura 5.0, NaCl 5.0,
pH 6.8-7.0). Meio 2 (LB + M): caldo LB + Micronutrientes (g L: triptona 10.0, extrato
de levedura 5.0, NaCl 5.0, diferentes micronutrientes -formulacdo em pedido de
patente, pH 6.8-7.0). Meio 3 (MF): caldo formulado (meio composto por fontes de
carbono, nitrogénio e diferentes micronutrientes — formulagdo em pedido de patente).
Apos inoculagdo as amostras foram incubadas em agitadora orbital em disposi¢cao
aleatdria a 200 rpm a 28 °C por 72 h. Apds a producgao o fermentado foi centrifugado
a 9000 rpm por 10 min a 4 °C e posteriormente filtrado em membranas de 0,22 uym

afim de se obter o sobrenadante livre de células (SLC).
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4.4.4 TESTE DE DIFUSAO EM AGAR

Os fitopatdégenos foram cultivados em meio BDA em placas de Petri
de 90 mm de diametro e incubados a 25 °C com fotoperiodo de 12/12 h. Foi retirado
um disco micelial de 6 mm de didmetro de uma colénia fungica de 5 dias de
crescimento dos fitopatégenos (F. solani 145, F. solani 234 e F. oxysporum f. sp.
phaseoli 06) e inoculado ao centro da placa.

Pogcos de 6 mm de didametro foram perfurados em placas de petri
contendo BDA e aplicados 200 pL do SLC proveniente de cada meio de cultivo
descrito no item 4.4.3. Como controle utilizou se placas de BDA contendo apenas o
disco micelial do patégeno (F. solani 145, F. solani 234 e F. oxysporum f. sp. phaseoli
06) inoculado ao centro da placa de Petri. O experimento contou com 8 repetigdes.

Este experimento foi realizado duas vezes.

4.4.5 AVALIACAO DE ESTABILIDADE A TEMPERATURA, LUZ E PH DOS METABOLITOS DA
CEPA LABIM22

O cultivo liquido da cepa antagonista foi realizado como descrito no
item 4.4.3. Para os proximos experimentos apenas o meio de cultivo MF foi utilizado.
O fermentado foi centrifugado a 9000 rpm por 10 min a 4 °C e utilizado o sobrenadante
para os teste de estabilidade.

Amostras do sobrenadante foram submetidos a temperatura de 70 °C
e 100 °C (banho maria, TECNAL, Brasil), por 30 minutos e 121 °C por 15 min
(autoclave, Prismatec, Brasil), uma aliquota sem tratamento térmico foi considerada
como controle.(25 °C). Apds os tratamentos o sobrenadante foi esterilizado em
membranas de 0,22 um e avaliada sua atividade conforme o item 4.4 4.

Para avaliar sua estabilidade a diferentes comprimentos de ondas de
luz, o sobrenadante foi exposto a faixas de onda de luz de 365 nm, 254 nm e luz
branca por 30 minutos a uma distancia de 15 cm da fonte luminosa. Apds o tratamento
as amostram foram esteilizadas com membrana de celulose de 0,22 ym e testada
conforme o item 4.4.4.

A estabilidade a variagdes de pH foram feitas com as faixas de pH de
3,4,5,6,7,8,9, 10, e 11,0 e mantidos a 4 °C por 24 h, para ajustar a faixa de pH
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desejada utilizou se HCI 1 M ou NaOH 1 M. Apods este periodo todas as amostras
foram ajustadas novamente para pH 7 e esterilizadas em filtros de celulose com
membrana de 0,22 um e testadas conforme o item 4.4 .4.

Cada experimento foi realizado separadamente. O deliamento
experimental foi inteiramente casualizado com 8 repeticdes para cada tratamento.
Todos os testes de estabilidade foi realizado apenas com F. oxysporum 06. Todos os

experimentos foram realizados 3 vezes.

4.4.6 CONCENTRAGCAO INIBITORIA MIiNIMA

Para a obtencéo do fermentado foi seguido a mesma metodologia ja
citada no item 4.4.3. Ao final do processo fermentativo o sobrenadante o SLC foi
liofilizado (modelo L101 — Liobras). Uma aliquota de 200 mg do material resultante da
liofilizagao foi diluido em 2 ml de 4gua destilada, resultando em uma concentragao de
100.000 ug/ml e diluidas para obteng¢ao das concentragdes de, 50.000 ug/ml, 25.000
pg/ml, 12.500 ug/ml, 62.50 pg/ml e 31.250 ug/ml. Apds esta etapa uma aliquota de
1ml de cada concentracao foi adiciona a 99 ml de BDA e autoclavado por 121 °C a 1
atm por 15 minutos. Como controle foi utilizado o meio BDA sem adicdo de nenhum
tratamento. Apds autoclavagem foram vertidos 10 ml de cada tratamento em placas
de petri de 60 mm de didametro e inoculado um disco micelial de F. oxysporum f. sp.
phaseoli 06 ao centro e incubado em B.O.D a 25 °C por 7 dias. O experimento contou

com 4 repetigdes por dose. O ensaio foi realizado duas vezes.

4.5 Resultados e DIscussAo

4.5.1 ANTAGONISMO DIRETO POR CULTURA DUPLA

O teste de antagonismo direto revelou que a cepa LABIM22 possui
atividade antagonista frente aos trés isolados confrontados (Figura 14), ndo tendo
diferenca significativa entre os patdgenos pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A cepa em estudo foi identificada por Higashi et al., (2020) como

sendo do género Bacillus.
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Microrganismos possuem a habilidade de habitar desde o ambiente
mais hostil, até o mais favoravel. As interagdes entre estes seres vivos sdo complexas
e podem ser favoraveis para ambos ou interagbes antagdnicas onde um organismo
pode inibir o desenvolvimento de outro (FIRA et al., 2018).

A cepa LABIM22 apresenta boa atividade antagénica frente a fungos
fitopatogénicos filamentosos, além de produzir surfactina e AIA em baixa quantidade,

como relata Higashi et al. (2020) em seu estudo.
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Figura 13 — Teste de antagonismo direto entre a cepa antagonista LABIM22 e os fitopatdgenos
Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli 06, Fusarium solani 145 e F. solani 234. A - Porcentagem de
inibicdo (%) no teste de cultura dupla entre LABIM22 e os fungos fitopatogénicos. As barras de erro
representam o desvio padrdo com base em 4 repeti¢cdes. Letras iguais nas colunas nao diferem entre
si pelo teste de Tukey. B - Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial de cada isolado de
Fusarium sp.



64

Outras substancias como solubilizadores de fosfato e sideroforos, que
estimulam o desenvolvimento da planta resultando em um maior crescimento vegetal
também sdo comumente relatados. No estudo de Sabaté et al. (2017) constataram
que a cepa B14 de Bacillus amyloliquefaciens inoculada em sementes de feijao
aumentava sua germinagdo em 10%, e produziram plantas que apresentavam raizes
2 cm maiores e parte aérea 6 cm maiores quando comparadas com sementes nao
tratadas com a bactéria, além de apresentarem um bom antagonismo contra
Sclerotium rolfsii, Sclerotinia sclerotiurum, Rhizoctonia solani, Fusarium solani e
Macrophomina phaseolina.

Dorjey et al. (2018) estudaram 24 rizobactérias isoladas de diferentes
culturas, e, dentre estes microrganimos, a cepa 121 foi identificada como Bacillus
cereus e utilizada para tratamento de sementes de feijdo contra F. oxysporum f. sp.
phaseoli o qual diminuiu a incidéncia da doenga de 42,36% para 17,36%, concluindo
que a cepa € um bicontrolador em potencial.

Cucu et al. (2020) testaram a cepa QST713 de Bacillus subtilis contra
F. oxysporum f. sp. lycopersici em aplicagao preventiva por pulverizagdo no solo onde
plantou-se tomate e observaram uma redugao de 70% da murcha de fusarium quando
comparado com solo nao tratado.

Yuan et al. (2012) concluiram que a cepa NJN-6 de Bacillus
amyloliquefaciens inibe o crescimento micelial e a germinagdo de esporos de F.
oxysporum f. sp. cubense através de 11 compostos volateis produzidos pelo

antagonista.

4.5.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DO SLC

O meio de cultivo MF estimulou a cepa LABIM22 a sintetizar uma
quantidade maior de compostos antifungicos quando comparados com LB e LB+M,
havendo diferenca significativa entre os meios pelo teste de Tukey. O mesmo foi
observado para todos isolados confrontados (Figura 15). No caso de F. oxysporum f.
sp. phaseoli 06 se deu a maior diferenga entre LB e LB+M (26% de inibicdo) em
comparacgao ao MF (49% de inbicdo) com uma porcentagem de inbicdo quase duas
vezes maior.

Esta diferenca de porcentagem se deve ao fato de o meio LB ser
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menos estressante e por ndo possuir co-fatores enzimaticos como ferro, magnésio e
manganés. Contudo o meio menos estressante foi também o que produziu a maior
biomassa (dados nao publicados).

Segundo Kilani — Feki et al. (2016), um meio que favorece uma maior
biomassa compromete a sintese de metabdlitos antifungicos, fato observado ao
estudarem 13 meios com composicgao diferente para fermentar Bacillus e verificar sua

atividade frente a fungos filamentosos.
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Figura 14 — A - Porcentagem de inibigao do crescimento micelial de Fusarium oxysporumf. sp. phaseoli
06, Fusarium solani 145 e F. solani 234 em teste de difusdo pelo SLC de LABIM22 cultivado nos meios
de cultivo LB (Luria Bertani), LB+M (Luria Bertani acrescido de micronutrientes) e MF (meio formulado
a base de fonte de carbono, nitrogénio e micronutrientes). As barras de erro representam o desvio
padrdo com base em 8 repetigbes por patdogeno. Letras iguais ndo diferem entre si para o mesmo
patégeno pelo teste de Tukey. B - Teste de difusdo em agar com F. oxysporum 06 vs. metabdlitos de
LABIM22 sintetizados nos trés meios de cultivo.
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A influéncia da composicdo do meio de cultura ndo se resume a
quantidade de biomassa e antifungicos, atua também sobre a esporulagdo, bem como
o tamanho e formato das mesma. Esta interacao € tdo complexa que pode variar entre
espécies diferentes de Bacillus, como explica Xu Zhou et al. (2017), em seu estudo
com duas espécies de Bacillus spp, cereus e megaterium, em que concentragao de
sais inorganicos cada vez maiores exerceram mudancgas diferentes para cada
espécie, onde para B. cereus houve apenas pequenas diferengas de tamanho, ja para
B. megaterium alterou ndo s6 a sua forma de arredondada para alongada como
também aumentou seu tamanho em torno de 30%.

Fatores como pH mais alcalino e temperaura maior reduziram o
volume dos esperos de ambas espécies em 25%. Portanto, a depender do que se
deseja, um meio de cultivo bem ajustado faz muita diferenca.

Fontes de carbono e nitrogénio para cultivo de Bacillus spp., € um dos
principais custos no processo de fermentacdo industrial. Quanto mais acucar
disponivel a um custo menor, mais rentavel economicamente se torna o meio de
cultivo. Navarro — Mtz et al. (2019) estudaram o processamento de farelo de soja, um
substrato rico em proteina e agucar bastante utilizado para fermentacdo de varios
microrganismos, porém, sendo necessaria a moagem para disponibilizar o agucar.
Apos a processo de moagem, a quantidade de agucar disponivel aumentou em 34,1
vezes, refletindo diretamente na produgao de biomassa.

O meio de cultivo MF conta com maiores teores de carbono e
nitrogénio bem como diferentes micronutrientes , que causam um estresse controlado
na cepa LABIM22, resultando em uma maior quantidade de moléculas bioativas contra

os fitopatdégenos testados.

4.4.3 AVALIACAO DE ESTABILIDADE A TEMPERATURA, LUZ E PH DOS METABOLITOS DA
CEPA LABIM22

As figuras 15, 16 e 17 mostram os resultados das analises de
estabilidade revelando que os metabdlitos produzido pela cepa LABIM22 s&o estaveis
as temperaturas (25, 70, 100 e 121° C) e pH (entre 3 e 11), ndo havendo diminuicao
do efeito inibitério do crescimento micelial de F. oxysporum f.sp. phaseoli nem das

cepas de F. solani (analise de variancia nao significativo p< 0.05).
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Os metabdlitos de LABIM22, quando expostos ao comprimento de
365 nm, apresentaram um incremento de atividade com uma média de 43% de
inibicdo do crescimento micelial, enquanto que para luz branca e comprimento de 254
nm as médias de inibigao foram de 39% e 38%, respectivamente.

Segundo estudos de Higashi et al. (2020) a cepa LABIM22 possui em
seu genoma clusters que codificam antifungicos como a fengicina, surfactina e
bacilibactina e antibacterianos como a dificidina, macrolactina, bacilysina e bacilaene.
Nesse mesmo estudo testaram a estabilidade a diferentes temperaturas,
comprimentos de onda e pH das moléculas produzidas por LABIM22 em meio de
cultivo MF contra S. sclerotiorum, e observaram que estas moléculas foram estaveis,
nao havendo perda de atividade antifungica.

Zhang et al. (2017), em seus estudos com a cepa Z-14 de Bacillus
subtilis, testaram a estabilidade a temperatura e pH utilizando o fungo
Gaeumannomyces graminis var. tritici como bioindicador. Estes autores observaram
que seus metabdlitos foram estaveis a temperaturas de 40 °C, 60 °C e 80 °C, porém
a 100 °C houve perda de 11,8% de atividade. Quanto ao pH houve estabilidade na
faixa de 3 a 8, porém em condi¢des de meio alcalino (pH = 11) houve uma diminuigéo
de 86,6% de atividade. A principal molécula identificado pelos autores foi a iturina,

molécula que nao foi detectada no genoma da LABIM22 por Higashi et al. (2020).
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Figura 15 — Teste de estabilidade térmica sob temperaturas de 25 °C; 70 °C; 100 °C; 121 °C dos
metabdlitos produzidos pela cepa LABIM22 em meio formulado. A - Porcentagem de inibigao do
crescimento micelial de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli 06, em teste de difusdo pelo SLC de
LABIM22 submetido a diferentes temperaturas. As barras de erro representam o desvio padrdo com
base em 8 repeticoes. B - Teste de difusdo em agar com F. oxysporum f. sp. phaseoli 06 contra
metabdlitos de LABIM22 submetidos a diferentes temperaturas.

Por outro lado, as moléculas de surfactina e fengicina presentes no
genoma da LABIM22 (HIGASHI, 2020), foram relatadas por outros autores como
termoestaveis. Rawal e Keharia (2019) extrairam lipopeptideos da cepa AB30a de
Bacillus amyiloliquefaciens por precipitagao acida e testaram sua estabilidade a alta
temperatura, utilzando como bioindicador de atividade antifungica Aspergillus niger e
observaram que mantinha sua atividade mesmo apés um ciclo de autoclavagem (15
min e 1 atm por 15 min). Estes pesquisadores relatam ainda que os lipopeptideos
extraidos pertenciam a familia das iturinas, fengicinas e surfactinas, estas duas

ultimas também presentes no SLC produzido por LABIM22 no presente estudo.
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Figura 16 — Teste de estabilidade a diferentes comprimentos de onda de luz (Luz banca; 254 nm; 365
nm) dos metabdlitos produzidos pela cepa LABIM22 em meio formulado. A - Porcentagem de inibigao
do crescimento micelial de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli 06, em teste de difusdo pelo SLC de
LABIM22 submetido a diferentes comprimentos de ondas de luz. As barras de erro representam o
desvio padrdo com base em 8 repeticdes para cada experimento.B - Teste de difusdo em agar com F.
oxysporum 06 contra metabdlitos de LABIM22 submetidos a diferentes comprimentos de ondas de luz.

Os metabdlitos de LABIM22 quando produzidos em meio de cultivo
MF sdo estaveis em uma ampla faixa de temperaturas (25 °C, 70 °C, 100 °C e 121 °C
1 atm), comprimentos de onda (245 nm, 365 nm e luz branca) e pH (3 a 11). Conhecer
a temperatura na qual os metabdlitos do antagonista estudado sao ativos é importante
na elaboracdo de um bioproduto, tendo em vista que em muitos casos o
armazenamento e o transporte serdo em condigdes de altas temperaturas. Apos
aplicagdo a campo, as biomoléculas serdao expostas a altas temperaturas e a longos
periodos de exposi¢cao a luz UV.

A estabilidade frente a um ciclo de autoclavagem (normalmente a 121
°C e 1 atm por 15 minutos) é importante por ser este o0 método de esterilizagao
utilizado no processo do desenvolvimento do produto, dispensando o uso de filtros,
que além de representarem maior custo, também exigem maior cuidado em sua

manipulagao.
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Figura 17 — Teste de estabilidade a diferentes faixas de pH (3, 4, 5, 6, 7, 8,9, 10, e 11) dos metabdlitos
produzidos pela cepa LABIM22 em meio formulado. A - Porcentagem de inibigdo do crescimento
micelial de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli 06, em teste de difusdo pelo SLC de LABIM22
submetido a diferentes faixas de pH. As barras de erro representam o desvio padrdo com base em 8
repeticdes para cada experimento. B - Teste de difusdo em agar com F. oxysporum f. sp. phaseoli 06
contra metabdlitos de LABIM22 submetidos a diferentes faixas de pH.

4.4.4 CONCENTRAGCAO INIBITORIA MiNIMA (MIC)

A concentragao de 1000 ug/mL, a maior utilizada, foi capaz de inibir
apenas 51% do crescimento micelial, enquanto a concentragdo de 500 ug/mL
apresentou 29,58%, as demais concentragdes (250 ug/mL; 125 ug/mL; 62,5 ug/mL; e
31,25 ug/mL) ndo apresentaram qualquer sinal de atividade antifungica. Dados
apresentados no figura 18.

Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli se mostrou menos sensivel aos

metabdlitos de LABIM22 se comparado a S. sclerotiorum como demonstrado por
Higashi et al. (2020).
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Figura 18 — Concentracéo inbitéria minima dos metabdlitos de LABIM22 produzidos em meio de cultivo
MF contra F. oxysporum f. sp. phaseoli. A - indice de crescimento micelial em porcentagem (ICM) em
fungao das doses utilizadas (31,25 ug/ml, 62,5 ug/ml, 125 ug/ml, 250 ug/ml, 500 ug/ml e 1000 ug/ml).
Os circulos na curva representam a dose utilizada. B — Crescimento micelial de F. oxysporum f. sp.
phaseoli frente aos metabolitos da LABIM22.

No teste de antagonismo direto foram obtido médias acima de 70%
de inbicdo, ja no teste com o SLC a média de inbigao foi inferior a 50%, o que coincide
com a alta dosagem (1000 ug/mL) necessaria para inibir apenas 51% do crescimento
micelial do patdgeno. A diferenca entre as porcentagens de inibicdo do crescimento
micelial do antagonismo direto (70%), SLC e MIC (ambos 50 %) se deve ao fato da
velocidade de crescimento do fitopatdégeno em questao ser lenta, demorando 7 dias
para tomar uma placa de petri de 90 mm de diametro. Ja a cepa LABIM22 além de
boa colonizadora possui um crescimento mais acelerado em relagdo ao patdégeno
utilizado, dando tempo de colonizar o meio e sintetizar seus compostos antifungicos,
portanto quando utilizado suas células, as mesmas irdo crescer rapidamente em
diregcdo ao fitopatdogeno, aumentando a porcentagem de inibicdo do crescimento
micelial (Higashi et al., 2020).

Zhao et al. (2013) isolaram fengicina de uma cepa de Bacillus
amyloliquefaciens e determinaram a concentragao inbitéria minima desta molécula

frente a F. oxysporum, utilizando as concentragdes de 1000 ug/mL; 500 ug/mL; 250
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ug/mL; 125 ug/mL; 62,5 ug/mL; 31,25 ug/mL; 15,625 ug/mL e 7,8125 ug/mL e
obtiveram inbigdo de 100% até concentragéo de 31,25 ug/mL.

No presente trabalho ndo foi alcangcado a inbicdo de 100% utilizando
apenas o extrato bruto liofilizado. Espera-se que utilizando um método de purifcagao
e utilizando fra¢des purificadas seria possivel chegar a porcentagens maiores de

inbicdo de F. oxysporum e F. solani com a cepa LABIM22.

4.6 Conclusao

A cepa LABIM22 de Bacillus sp. apresentou atividade fungitéxica em
teste de cultura dupla contra Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (FOP06) e Fusarium
solani (FUS145 e FUS234). Quando LABIM22 foi cultivada em meio de cultivo MF
(formulacédo em pedido de patente), expressou uma atividade antifungica contra F.
solani 06 49% maior que quando cultivada em meio LB. Seus metabdlitos se
mostraram estaveis as variagdes de temperatura, luz e pH. A concentragao de 1000
ug/mL foi capaz de inibir 51% do crescimento micelial de F. oxysporum f. sp. phaseoli.

Estes fatos evidenciam o potencial da cepa de Bacillus LABIM22

como agente de biocontrole frente a F. oxysporum f. sp. phaseoli e F. solani.

5 Conclusoées gerais

A cepa LABIM22 foi identificada como Bacillus velezensis. A atividade
antagonista in vitro observada frente a todos os fungos fitopatégenos utilizados no
estudo e o sucesso de biocontrole do mofo branco in vivo sugere uma agao
antagonista ligada as moléculas de fengicina, surfactina e bacilibactina produzidas
pela cepa LABIM22. Essa moléculas bioativas foram preditas a partir da identificagao
dos biosynthetic gene clusters apds 0 sequenciamento do genoma da cepa LABIM22
de B. velezensis. O controle de 94% do mofo branco em sementes de soja sustentam
os resultados obtidos em analises in silico e in vitro, evidenciando a agao da surfactina
na colonizagdo da superficie de sementes de soja juntamente com a atividade
fungitdxica da fengicina. A coeréncia entre os resultados das analises in silico, in vitro
e in vivo sugerem o potencial biotecnolégico da cepa de Bacillus LABIM22 para seu
uso como agente de biocontrole de doengas fungicas em plantas.
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