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RESUMO

TROMBELA, Natasha Taline dos Santos. Tracos funcionais de rizobactérias
isoladas a partir de plantas-iscas de Glycine max. 22p. Monografia (Curso de
Bacharelado em Agronomia). Instituto Federal de Educacgdo, Ciéncia e Tecnologia

Goiano — Campus Rio Verde, Rio Verde, GO, 2022.

Os micro-organismos presentes no solo s&o de suma importancia na
agricultura, ligados diretamente ao incremento de produtividade agricola. J& é bem
conhecido a série de beneficios que os micro-organismos do solo representam para
a agricultura moderna. O objetivo deste trabalho foi avaliar 10 isolados bacterianos
pertencentes ao estoque de micro-organismos do Laboratorio de Microbiologia
Agricola do IF Goiano- Campus Rio Verde, isolados da rizosfera de plantas de
soja (Glycine max L. Merrill) quanto a capacidade in vitro de solubilizar silicio,
produzir AIA (Acido indol-3-acético) e de exercer atividade antagonista sobre o
fitopatdgeno Fusarium spp. As cepas BRC09, SAC33, SAC35, BRC11, SBF03 e
BRF28 foram capazes de solubilizar silicio. Quanto ao teste de producédo de AlA,
oito dos dez os isolados testados foram capazes de sintetizar este fitormonio, e
todos exerceram antagonismo frente ao Fusarium spp. Conclui- se que as cepas
BRCO07 e SAF11 tém potencial para se tornarem promotores de crescimento e
agentes de biocontrole comerciais, no entanto, ainda deve-se realizar testes em

casa de vegetacdo e em campo para comprovacao de sua eficécia.

Palavras — chaves: AIA; Antibiose; Silicio; Biotecnologia.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é o quarto maior consumidor de fertilizantes do mundo, com a maior
parte da demanda atendida através de importacGes (Caligaris et al., 2020), por isso em
2021, o pais foi afetado pela crise dos Fertilizantes, que também comprometeu a
importacdo de alguns pesticidas. Tal crise ocorreu principalmente devido a interrupcao
na producdo desses insumos em decorréncia da pandemia do Covid-19 (MAPA, 2021).
Nesse sentido, sdo necessarios meios alternativos de disponibilizar nutrientes para as plantas
e garantir que pragas e doencas ndo comprometam a producdo do alimento brasileiro nos
proximos anos.

Os micro-organismos presentes no solo sdo de suma importancia na agricultura,
ligados diretamente ao incremento de produtividade agricola. Eles atuam em processos ha
decomposicdo de matéria organica, a producdo de humus, a ciclagem de nutrientes, a
producdo de compostos envolvidos na agregacdo do solo e decomposicao de xenobioticos
(Moreira; Siqueira, 2006).

Muitos desses micro-organismos presentes no solo possuem estreita relagdo com
as plantas, como é o caso dos rizosféricos. Essas interacdes sdo mediadas pelos exsudatos
expelidos pelas raizes, que proporcionam um ambiente favoravel para a multiplicacéo de
certas espécies de micro-organismos e proporcionam alguns beneficios as plantas
(Bezerra, 2021).

Dentre os muitos efeitos da associacdo com as plantas, 0s micro-organismos se
destacam por atuarem no controle bioldgico de pragas e fitopatdgenos e principalmente
por promover o crescimento das plantas, através da fixacdo bioldgica de nitrogénio,
solubilizacdo de fosfato e/ou zinco, mobilizacdo de potassio, acumulacdo de ferro e,
embora haja poucos relatos, também solubilizam silicato. Além de disponibilizar
nutrientes as plantas, muitos micro-organismos produzem fitormdnios, como as auxinas
por exemplo (Shastri; Kumar, 2019; Ribeiro, 2019; Rodrigues et al., 2018).

Embora o silicio (Si) ndo seja considerado um nutriente essencial as plantas, varios
estudos relacionam sua aplicacdo no solo com ganhos reais de produtividade de diversas
culturas, principalmente as gramineas, consideradas acumuladoras desse elemento
(Castro, 2009).

O Acido indol-3-acético é o principal representante das auxinas, um hormonio
vegetal responsavel pelo alongamento celular, e por estimular a sintese celular, resultando
na expansdo de raizes laterais e pelos radiculares, aumentando absor¢do de nutrientes
(Taiz; Zeiger, 2004).
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O controle bioldgico também tem sido uma das aplicagBes desta microbiota.
Alguns micro-organismos sdo produtores de substancias secundarias, que podem auxiliar
no controle de fitopatdgenos (Demartelaere et al., 2021), inclusive de fungos do género
Fusarium spp., que sdo um dos principais patdgenos de solo do sistema soja-milho
(Henning et al 2014).

Ainda h& muito o que conhecer sobre a diversidade funcional desses micro-
organismos (Locey; Lennon, 2016). Portanto, sdo necessarias pesquisas relacionadas a
esse tema para sua utilizacdo na disponibilizacdo de nutrientes e protecdo de plantas, e
assim oferecer estratégias no manejo de sistemas agricolas mais sustentaveis, viaveis e de
logistica simplificada.

Dessa forma, objetivou-se através deste trabalho avaliar a capacidade de 10
isolados bacterianos da rizosfera de plantas de soja (Glycine max L. Merrill.) de
solubilizar Silicio, produzir AIA (Acido indol-3-acético) e de exercer atividade

antagonista sobre o fitopatégeno Fusarium spp.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. O Acido Indol-3-Acético (AIA)

O primeiro hormdnio vegetal descoberto foi a a auxina, no final do século 19, mas
apenas em meados de 1930 o AlA foi identificado. (Taiz; Zeiger, 2006). Mais tarde, varias
outras auxinas foram descobertas, mas o AIA é o mais abundante e o considerado de
maior relevancia pelos fisiologistas vegetais (Cassel et al., 2021).

Processos importantes sdo controlados por este horménio vegetal, os principais
sdo: alongamento do caule, dominancia apical, formacdo da raiz, desenvolvimento de
frutos e crescimento orientado ou tropismo. Nenhuma planta é capaz de se desenvolver
com deficiéncia de auxina (Taiz et al., 2017).

Além das plantas, ha uma quantidade consideravel de micro-organismos que sao
capazes de sintetizar AIA (Moreira; Siqueira, 2006). A producdo desse fitormdnio por
micro-organismos associados a plantas, € um dos principais fatores a ser considerado
quando se busca cepas com potencial comercial para a promogdo de crescimento de
plantas (Lana et al., 2017).
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2.2. A utilizacao do silicio na agricultura

Embora o Si ndo seja considerado um nutriente essencial as plantas, varios estudos
relacionam sua aplicag&o no solo com ganhos reais de produtividade de diversas culturas,
principalmente as gramineas, consideradas acumuladoras desse elemento (Castro, 2009).

O Si é depositado na forma de silica gel, na parede celular da epiderme das folhas,
colmos e casca, resultando na formacédo de células epidérmicas mais grossas, 0 que
aumenta o fortalecimento e a rigidez da parede celular, e por isso, confere a planta maior
resisténcia em situacGes de estresses bidticos (ataque de fungos e insetos) e abidticos, tais
como geadas, deéficit hidrico e metais pesados (Menegale et al., 2015; Camargo, 2016).

A concentracdo de Si no solo é de até 30%, por isso é considerado 0 segundo
elemento mais abundante, encontrado principalmente em minerais e rochas (Adrees et al.,
2015; Bakhat et al., 2018). No entanto, os solos tropicais possuem um alto grau de
intemperismo, onde 0s minerais primérios facilmente intemperizaveis que contém Si séo
quase inexistentes (Pereira et al. 2003). Quando presente, esse elemento € encontrado
principalmente na forma de opala e quartzo (SiO2.nH20), minerais que ndo podem ser
assimilados pelas plantas (Camargo, 2016).

A utilizacdo de micro-organismos como biofertilizantes na agricultura tém se
destacado nos altimos anos, principalmente devido seu potencial de fixar nitrogénio e
solubilizar fosfato (Mazid;Khan, 2014). Nesse sentido, alguns trabalhos também tém
mostrado resultados promissores quanto a solubilizacdo de silicato por bactérias
rizosféricas (Adhikari et al., 2019; Lee et al., 2019; Rodrigues et al., 2018).

2.3. Controle bioldgico o Fusarium spp.

As doengas causadas pelo género Fusarium spp. apresentam dificil controle
devido & alta variabilidade genética, impondo limitagdes ao emprego da resisténcia
genética, pois ndo ha cultivares com amplo espectro de resisténcia a ragas distintas do
patogeno (Alloosh et al., 2019). Por isso, é necessaria a combinacgédo de varias medidas
dentro do manejo a fim de fornecer resultados efetivos (Milanesi et al., 2013).

Os sintomas mais comuns de fusariose é colorag¢do castanho escura no caule da
planta, nos tecidos vasculares e formacdo de intumescéncia entre a raiz e o caule. A
capacidade fotossintética da planta e a translocacdo de nutrientes também podem ser
comprometidas se a infecgéo atingir os vasos condutores (Taiz et al., 2017).
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Varios estudos tém apresentado fungos e bactérias como promissores agentes de
controle biolégico do Fusarium spp. (Demartelaere et al., 2021). Os principais
mecanismos de acdo no controle de patdgenos de plantas utilizados pelos micro-
organismos sao a predacdo, competicdo, parasitismo, inducao de resisténcia e antibiose,
producdo de fitoalexinas, exopolissacarideos e antioxidantes (Bhat et al., 2019; Rezende
etal., 2021).

A utilizacdo de agentes de controle biolégico tem aumentado nos Gltimos anos
como alternativa a produtos quimicos (Demartelaere et al., 2021). Tendo em vista a
importancia das doencas causadas pelo género Fusarium spp. em culturas comerciais e
os beneficios da utilizacdo de micro-organismos no controle de doencas podem trazer,

crescem cada vez a necessidade de estudos voltados para o potencial biotecnoldgico.

3 MATERIAL E METODOS
3.1.Producdo de AIA

Para testar a capacidade de produzir Acido Indol-3-Acético, os isolados
bacterianos foram inoculados em 5 mL de meio caldo nutriente - CN (3g extrato de carne,
59 peptona L7), e colocados sob agitagdo por 24 horas para que as células se
multiplicassem. As amostras tiveram sua densidade dptica aferida a 600 nm e ajustada
por meio de diluicdo em solucdo salina a 0,2.

Para o teste propriamente dito, foram colocados 1 mL dessas cepas ja diluidas em
um frasco contendo meio CN suplementado com 50 uL de triptofano 5mM, precursor da
producdo de AIA para a maioria dos micro-organismos. As amostras foram levadas a
incubadora a 30°C sob agitacdo constante a 90 rpm por 72 horas em total auséncia de luz.

Em seguida, 2 mL do sobrenadante de cada isolado foi transferido para
microtubos, centrifugados (12.000 rpm), por 5 min, a 4°C. Apds, 150uL do sobrenadante
foi coletado e colocados na microplaca que recebeu a adi¢do de 150 uL. do Reagente de
Salkowski (1,875 g de FeCls, 100 mL H20 e 150 mL H>SOg).

Aguardou-se 20 minutos para avaliacdo da reacdo, na auséncia de luz e em
temperatura ambiente. A mudanca de cor do meio para rosa avermelhada indicou a
producdo de AIA no meio pelas cepas bacterianas. A leitura das amostras foi realizada
em espectrofotdbmetro a 530nm de absorbancia.

Como controle negativo, utilizou-se apenas o0 meio de cultura CN com L

triptofano (5mM) acrescido do Reagente de Salkowski. As leituras foram normalizadas
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por meio de curva padrdo, utilizando a equacdo da curva de calibracdo proposta por
Pereira et al. (2012), nas concentragdes: 0, 5, 15, 25, 50, 100; 200; 400 pL. mL™. O teste
foi realizado em triplicata.

3.2.Solubilizagéo de silicio

Para avaliar a capacidade de solubilizacdo de silicato in vitro, utilizou-se a
metodologia descrita por Rodrigues et al., (2018). Dessa forma, com auxilio de um
pequeno circulo de papel filtro, os isolados foram inoculados em uma placa de Petri
contendo meio Alexandrovsk modificado, composto de Glicose (CsH120¢), Sulfato de
magnésio (MgSO4), Carbonato de calcio (CaCOs), Cloreto férrico (FeCls), Fosfato de
calcio (Caz(POa4)2, agar e 3g de silicato de magnésio (Mg20sSis). Eles foram armazenados
em estufa bacterioldgica a 28°C e ap0s sete dias, foram avaliados quanto a presenca ou
auséncia de halo translicido ao redor da regido onde o papel filtro contendo a cepa foi

inoculado.

3.3.Analise da capacidade antagonista in vitro

Para analisar a capacidade antagonista dessas cepas em relagcdo ao Fusarium spp.,
foi utilizada a técnica de Cultura Pareada. Foi realizada a inoculacdo de discos de 6 mm
de diametro de coldnias crescidas a 28°C, durante 7 dias, de cada cepa bacteriana e do
fitopatdgeno, em polos opostos da placa de Petri (4 cm de distancia) contendo meio de
cultura BDA (Batata-Dextrose-Agar). Para o controle, foi inoculado somente o
fitopatdgeno em um polo da placa. As culturas pareadas foram incubadas a 28°C durante

7 dias. O teste foi realizado em triplicata.

3.4. Analise estatistica
Os dados de capacidade de solubilizacdo de fosfato de silicio, sintese de AlA e
antibiose foram submetidos a analise de variancia e as médias relativas foram comparadas
pelo teste Scott-Knott (5%). As andlises foram realizadas por meio do software SISVAR

(Ferreira, 2011).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Producéo de AIA

Dos isolados testados, oito apresentaram capacidade de sintetizar AIA. A
quantidade deste horménio produzida pelas cepas variou entre 11,4 e 29,7 ug mL™* de
AlA. O isolado BRC7 teve maior producéo de AlA (Figura 2), diferindo-se dos demais
analisados.
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Figura 2. Concentragdo de AIA produzido por bactérias solubilizadoras de fosfatos
isoladas da rizosfera de plantas de soja. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem pelo
teste Scott-Knott (5%).

Ja& é conhecido que muitas espécies de micro-organismos atuam como
bioestimulantes nas plantas, devido sua capacidade sintetizar AIA e outros fitormonios.
Entre as muitas bactérias capazes de sintetizar AIA, se destacam as dos géneros
Azospirillum, Pseudomonas sp. e Bacillus. (Khoshru et al., 2020; Lopes et al., 2021).

Os genes responsaveis pela biossintese de AIA podem estar localizados no
cromossomo ou plasmideo. Existem trés rotas principais para a producdo de AIA por
micro-organismos: a via indole-3-acetamida e indole-3-piruvatol, que sdo vias

dependentes do triptofano e uma outra independente. (Spaepen; Vanderleyden, 2011).

4.2. Solubilizacgéo de silicio
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Ap0s sete dias na estufa bacteriologica a 28°C, foi observada a formacdo de halo quase
transltcido pelas cepas BRC09, SAC33, SAC35, BRC11, SBF03 e BRF28, parametro
utilizado por Rodrigues et al., (2018) para verificar se houve solubilizacao de silicio pelos

micro-organismos testados.

. CONTROLE B

BRC11 G

Figura 1. Os isolados bacterianos SBF03 (B), SAC33 (C), BRF28 (D), SAC35 (E),
BRC11(F), e BRCO9 (G) apresentaram formagéo de halo em meio suplementado com
silicio insolavel.

Kang et al. (2017) isolaram cinco bactérias solubilizadoras de silicato da
rizosfera de arroz inoculadas em meio TSA+ Silicio ao constatar a formacao de uma zona
translicida. Eles também conduziram ensaio em casa de vegetacdo para avaliar o
desenvolvimento de plantas de arroz, considerada hiperacumuladora de silicio por 2
semanas e concluiram que o isolado bacteriano CS4-2 promoveu significativamente o
crescimento de plantas quando aplicado em combinagdo com silcato insoltvel.

Outros trabalhos como o de Lee et al. (2019) e Adhikari et al. (2019)
apresentaram resultados promissores quanto a solubilizacdo de Si insoltvel por bactérias
e concluiram atraveés de ensaios em casa de vegetacdo, que as bactérias estudadas tem
potencial de promover o crescimento e melhorar a sanidade do arroz e de outras plantas
acumuladoras deste elemento.

Alguns autores atribuem a biosolubilizacdo do silicio aos &cidos organicos
produzidos pelos micro-organismos (Lee et al., 2019). Acredita-se as bactérias liberam

esses acidos e formam ligacBes que ajudam na dissolucdo do silicato por meio da
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formacdo de complexos de superficie de estrutura desestabilizadora e complexacao de
metal (Bennett et al., 2001; Rogers et al., 2004). No entanto, ainda é necessario estudos
mais especificos afim de compreender em detalhes o processo de solubilizacdo de

silicatos.

4.3.  Analise da capacidade antagonista in vitro

Todos os isolados avaliados apresentaram taxas de inibicdo relativa ao Fusarium
spp., sendo que a cepa SAF11 se destacou em relacdo as demais por presentar taxa de
44,20 % de inibicéo.

SAC35 b
SACH b
SBF3 b
BRC11 b
e SACH b
=
< BRCT b
=)
Y SAF11 a
SAFD b
BRF28 b
BRCS b
0 10 20 Kl 40 50 80

INDICE RELATIVO (RI) (%)

Figura 03. Taxa de inibig&o relativa (%) do crescimento micelial de Fusarium spp. por
bactérias isoladas da rizosfera de Glycine max L. Médias seguidas de mesma letra ndo
diferem significativamente em p < 0.05 (Teste Scott-Knott).

Bacterias tm se mostrado promissores agentes de biocontrole de Fusarium spp.,
principalmente as do género Bacillus (Areal, 2019; Andrade et al., 2021). Outras bactérias
18



como as dos géneros Burkholderia, Brevibacillus, Streptomyces, Pseudomonas,
Escherichia e Paenibacillus, também tem sido relatados na literatura como controladores
deste fitopatdgeno (Bourscheidt, 2021).

Os microrganismos presentes no solo podem apresentar a capacidade de competir
com o patégeno, bem como, ter o crescimento mais efetivo que o patdgeno (Patin et al.,
2016). Alguns sdo capazes de produzir compostos organicos volateis, nos quais séo
comumente relatados como inibidores do crescimento micelial de diversos fungos

patogénicos (Areal, 2019).

5 CONCLUSOES

Das 10 cepas bacterianas estudadas neste trabalho, seis apresentaram resultado
positivo para solubilizacdo de silicio, sendo elas: BRC09, SAC33, SAC35, BRC11,
SBFO03 e BRF28.

Ao que se diz respeito a producdo de AIA, oito isolados foram capazes de
sintetizar este hormoénio sendo que as cepas que mais se produziram foram a BRC?7,
SAC35 e SAF11. Quanto a capacidade antagonista frente ao fitopatdgeno Fusarium spp.,
todas as cepas apresentaram taxa de inibi¢cdo, com destaque para a SAF11, BRC7 e
SAC36.

Desta forma, conclui- se que os isolados BRC7 e SAF11 tém potencial para se
tornarem promotores de crescimento e agentes de biocontrole comerciais, no entanto,
ainda deve-se realizar testes em casa de vegetacdo e em campo para comprovagédo de

eficacia.
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