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Resumo

As plantas sdo agredidas por patdgenos fungicos que provocam doencas, entdo o controle
bioldgico é uma alternativa sustentavel ao tradicional uso de agroquimicos. O objetivo deste
trabalho é selecionar bactérias com potencial antagbnico contra fungos fitopatogénicos
obtidos de rizosfera de cana-de-agUcar. As rizobactérias sdo bactérias do solo que proporciona
beneficios na qualidade do solo, habitam a regido da rizosfera das raizes de plantas e podem
promover o crescimento vegetal através de mecanismos diretos, como a producdo de
fitorménios, e mecanismos indiretos como o biocontrole de fitopatdgenos. Sdo micro-
organismos que apresentam funcdes essenciais para a conservagdo da fertilidade no solo e
para crescimento de plantas saudaveis. O objetivo deste projeto foi isolar rizobactérias das
raizes de cana-de-agucar com tracos funcionais para a promogéao do crescimento de plantas.
Os micro-organismos foram coletados a partir do solo agregado as raizes de cana-de-aclcar
na CRV Industrial. Foram encontradas rizobactérias promotoras do crescimento vegetal com
grande potencial biotecnolégico, que além de reduzir os custos da producdo, também podem
contribuir para a sustentabilidade das lavouras.

Palavras-chave: Rizobactérias; Rizosfera; Cana-de-agUcar; Crescimento vegetal.



Abstract

Plants are attacked by fungal pathogens that cause disease, so biological control is a
sustainable alternative to the traditional use of agrochemicals. The objective of this work is to
select bacteria with antagonistic potential against phytopathogenic fungi obtained from
sugarcane rhizosphere. Rhizobacteria are soil bacteria that provide benefits in soil quality,
inhabit the rhizosphere region of plant roots and can promote plant growth through direct
mechanisms, such as the production of phytohormones, and indirect mechanisms such as the
biocontrol of phytopathogens. These micro-organisms have essential functions for the
conservation of fertility in the soil and for the growth of healthy plants. The objective of this
project was to isolate rhizobacteria from sugarcane roots with functional traits to promote
plant growth. The microorganisms were collected from the soil aggregated to sugarcane roots
at CRV Industrial. It were foudnd plant growth-promoting rhizobacteria with great
biotechnological potential, which, in addition to reducing production costs, also might
contribute to the sustainability of crops.

Keywords: Rhizobacteria; Rhizosphere; Sugar cane; Plant growth.
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1. INTRODUCAO

O solo é um recipiente que conduz diversas formas de vida, o qual € importante para
a manutencao e desenvolvimento dos ecossistemas terrestres. Os microrganismos que contém
nele apresentam-se em diversidade de niveis taxonémicos, com diferentes caracteristicas
genéticas e fenotipicas, além de existirem diversos também eficaz, ou seja, 0s microrganismos
mostram diferencas na fisiologia e na ecologia, tornando o solo um ecossistema complexo
(FERNANDEZ et al., 2008).

Rizosfera € a zona de maior concentracdo de microrganismos, local ao redor das raizes
ou area de contato entre microrganismos correntes no solo e as raizes das plantas, onde ha
isencdo de compostos quimicos (exsudados) que influenciam no crescimento da microbiota
do solo (HILTNER, 1904, p. 65-68). Podendo influenciar os micro-organismos devido a
liberacdo de principios ativos que inibem ou favorecem o crescimento microbiano. Assim, a
planta secreta exsudatos radiculares ricos em nutrientes que recrutam determinados grupos de
micro-organismos do solo. Por sua vez, a regido da rizosfera normalmente tem pH baixo,
tendo menos oxigénio e maior concentracdes de didxido de carbono. Enfatizando ainda que o
processo de exsudatos é capaz de tornar o solo da rizosfera mais acido ou alcalino, conforme

0s nutrientes das raizes crescentes no solo (BRINK, 2016).

Logo, a rizosfera pode ser definida por Lynch (1982) como a regido entre a raiz da
planta e o solo adjacente que compreende a endorrizosfera, rizoplano e ectorrizosfera, onde
ocorre a presenca de raizes, que contém caracteristicas do solo, e é o local que ocorre maiores

interagcOes entre micro-organismos e plantas.

A rizosfera pode influenciar os micro-organismos devido a liberacdo de principios
ativos que inibem ou favorecem o crescimento microbiano. Assim, a planta secreta exsudatos
radiculares ricos em nutrientes que recrutam determinados grupos de micro-organismos do
solo. Por sua vez, a regido da rizosfera normalmente tem pH baixo, tendo menos oxigénio e
maior concentracOes de dioxido de carbono. Enfatizando ainda que o processo de exsudatos
é capaz de tornar o solo da rizosfera mais acido ou alcalino, conforme os nutrientes das raizes
crescentes no solo (BRINK, 2016).

Durante o crescimento das plantas, varios compostos organicos sao produzidos e
liberados por exsudacao, secrecéo e deposicdo. 1sso torna a rizosfera rica em nutrientes como
aminoacidos, vitaminas, proteinas, carboidratos e mucilagem em comparagdo com outras

partes do solo. Um grande numero de organismos estd ocupado neste espaco, incluindo
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fungos, bactérias e nematoides. Esses organismos formam uma cadeia alimentar complexa,
utilizando nutrientes liberados pelas plantas na forma de secre¢fes. Como resultado, os altos
niveis de umidade e nutrientes encontrados nele atraem mais micrdbios do que o resto do solo.
Através de alguns compostos secretados, promovem o equilibrio e a reproducdo das

populacbes microbianas.

O estresse hidrico é a grande causa de prejuizos agricolas e compreende como as
plantas respondem a essa modificacdo ambiental é importante para tracejar estratégias e
impedir prejuizos. A inexisténcia de agua causa uma serie de mudancas morfo-fisiologicas
como: diminuicdo da area foliar, do turgor celular, do material relativo de dgua (CRA), do
potencial hidrico foliar, a absor¢do de nutrientes € alterada, além de grandes transformacdes

no metabolismo do nitrogénio e do carbono (FAROOQ et al., 2009).

Pode-se dizer que o Brasil possui excelentes condi¢cdes de desenvolvimento e
producdo da cana-de-agUcar. A cana-de-agUcar tem destaque em culturas de importancia
econdmica nacional e internacional, € uma importante fonte de médo de obra nas areas rurais
desses paises. O Brasil tem sido o maior produtor mundial com uma safra 2020/2021 projetada
de 630,7 milhdes de toneladas, 1,9% menor que as safras anteriores devido a pandemia de
COVID-19 (CONAB, 2020). E cultivada em mais de 100 paises em diferentes continentes
(Américas, Africa, Asia e Oceania). Apesar da multiplicidade de paises produtores, apenas 10
paises concentram 80% da produgdo mundial. (FAO, 2019)

A producdo brasileira de cana teve grande aumento, essa expansdo da cultura ocorreu
em regides de fronteiras, como nos estados do Centro-Oeste do Brasil, no qual os solos tém
fertilidade inferior e o clima é mais adverso, tem clima tradicional para producédo
(DEMATTE, 2009).

Por conseguinte, a cana-de-agucar € responsavel pela utilizacdo de 14% do fertilizante
usado no Brasil. Que sao responsaveis por 22% da energia fossil consumida e por 11% da
emissdo de gases de efeito estufa na producdo (MACEDO; SEABRA; SILVA, 2008). A
principal fun¢do consiste em suplementar a liberagdo de nutrientes naturais do solo com o

propdsito de satisfazer a demanda de culturas que tem alto potencial de produtividade.

Dessa forma, a producdo de fertilizante recebe uma atencéo especial, eles podem ser
de origem mineral ou orgénica, assim vem sendo desenvolvidas novas tecnologias que visem

a reducdo ou aumento da eficiéncia no uso. No entanto, como qualquer cultura, a cana-de-
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acUcar esta sujeita a uma série de pragas desde o plantio até a colheita. Para diminuir as perdas,

0 uso do controle biologico é uma técnica de combate eficiente por ser sustentavel.

Podemos dissertar que na rizosfera encontrasse grande incidéncia de micro-
organismos, apresentando desta forma uma grande diversidade, especificamente em
rizobactérias. A partir de tal perspectiva, surgiu o interesse em observar como ocorre & relacéo
entre planta-bactéria e quais sdo os beneficios para a producédo agricola de cana-de-agucar.
Com indmeras rizobactérias existente, ressalta as RPCP (Rizobactérias Promotoras de
Crescimento das Plantas), que, em associacdo com as plantas hospedeiras, estimulam o
crescimento, explicitando ainda que sdo pretextadas por varios trabalhos académicos como

beneficiadores de espécies de vegetais.

De acordo com Zago (2000), as rizobactérias promotoras de crescimento de plantas
sd0 0Ss micro-organismos antagbnicos, com potencialidade para serem utilizados na
agricultura. Pode ser argumentado ainda, que o controle biolégico consiste na utilizacdo de
um organismo vivo (bactéria, fungo, virus) para a ajustagem populacional de outro organismo
vivo que esteja causando desvantagem numa cultura de interesse econémico, sendo de
fundamental importancia para agricultura. Os micro-organismos como virus, bactérias e

fungos sdo importantes agentes de controle biologico.

2. JUSTIFICATIVA

Este projeto apresenta grande relevancia para a descoberta de micro-organismos
intimamente relacionados com a cana-de-agucar, que conferem multiplos beneficios a planta,
promovendo o crescimento vegetal. Muitas RPCP s&o conhecidas por sua capacidade de
solubilizar nutrientes, produzir fitormbnios e compostos bioativos com aplicacdo na
agricultura. Os micro-organismos adaptados as condi¢des climéticas intensas do Cerrado
podem apresentar caracteristicas de interesse para aplicacdes biotecnoldgicas, conferindo
vantagens as plantas, e, por isso, precisam ser devidamente estudados.

Considerando a representatividade mundial do Brasil na producdo de cana-de-acucar,
0 uso de RPCP poderia levar a grandes ganhos econdmicos substituindo total ou parcialmente
0 uso de agrotoxicos e pesticidas quimicos nas lavouras, contribuindo para uma agricultura

sustentavel.
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3. OBJETIVO

3.1. Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho é realizar o isolamento de RPCP da rizosfera de cana-

de-agucar com potencial biotecnoldgico para a promogdo do crescimento vegetal.

3.2. Objetivos especificos

Os objetivos especificos se ddo em (i) isolar RPCP de raizes de cana em meio de
cultura rico micro-organismos, além de (ii) testar a capacidade de biocontrole dos isolados

contra os fungos fitopatogénicos Ceratocystis paradoxa e Fusarium oxysporum.

4. REVISAO DA LITERATURA

4.1 Cana-de-agUcar

A cana-de-acucar foi introduzida pelos portugueses, em meados do século XVI, e ja
se torna uma das principais fontes de geracdo de recursos financeiros para Brasil, por ter
grande valor agticar no mercado internacional (GANDAVO, 2006). A mesma apresenta uma
grande importancia econdmica, observado ainda sua capacidade de armazenar concentracdes
de sacarose, pois é fonte de energia renovavel e agroindustria, actcar e alcool. O Brasil é o
principal pais do mundo a implantar, em grande escala, um combustivel renovavel alternativo
ao petrdleo (DIEESE, 2007).

A cana-de-agUcar (Saccharum officinarum) é uma das culturas predominantes para a
economia do Brasil, fazendo-se agucar, alcool e diversos outros produtos. O cultivo possui
vantagens ambientais, mas com a aceleracao da vasta producéo, consegue fazer a degradacéo
do meio ambiente. Atualmente had uma preocupacéo, para que haja novas fontes de energia
menos poluentes, assim surgiu a necessidade de métodos agricolas que ndo abalem o meio
ambiente, dai 0 uso de micro-organismos. Os micro-organismos auxiliam o crescimento das
plantas de varias maneiras, sem haja a necessidade elevada de insumos quimicos
(GANDAVO, 2006).

Staut (2006) afirma que estado de goias tem solo é crucial para o cultivo da cana-de-
acucar porque as camadas profundas do solo tém sistemas radiculares diferentes das camadas

profundas do solo quando relacionadas aos sistemas radiculares de outras culturas. As raizes
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crescem em profundidades e comecam a se correlacionar fortemente com pH, saturacdo
alcalina, porcentagem de aluminio e teor de calcio na cobertura do solo mais profunda
(STAUT, 2006).

A cana-de-aglicar ¢ um vegetal que pertence a espécie Saccharum spp. E uma
graminea de clima tropical, cultivada em regides de clima quente com solos férteis e com boa
drenagem. Ela é cultivada especialmente como matéria prima para a producdo de agucar,
alcool e inimeros outros derivados. E uma planta da familia Poaceae, caracterizadas pelo
sorgo, milho, arroz e outras gramineas (CESNIK & MIOCQUE, 2004). Em Goias, ja é
observada a importancia do tratamento da sua cultura, apresentando fatores que favorecem o
desenvolvimento da producéo, como o fato de localizar-se em clima tropical com fotoperiodo

propicio a cultura.

O local de producdo da cana-de-agucar é determinado em funcdo das condigdes
fisicas, hidricas, morfoldgicas, quimicas e mineraldgicas dos solos sob controle adequado da
camada aravel em relacdo a preparacdo (DINARDO-MIRANDA et al., 2008). A cana-de-
aclcar necessita da extracdo de nutrientes, como N, P20s, K20, Ca, Mg, S, e 0s
micronutrientes Fe, Mn, zinco Zn, Cu e B, os nutrientes extraidos do solo pela planta variam
de acordo com os métodos de cultivos (FIGUEIREDO, 2006). Para produg&o de a cultura ser

de boa qualidade, é necessario ter uma condicao basica de sistema adequado de solo-rizosfera.

4.2 Fungos fitopatogénicos

O solo € um meio primordial para o desenvolvimento das plantas e atua como um
reservatorio de diversidade de proporgdes de vidas com diferencas nas fungdes
desempenhadas, no habitat e na fisiologia que o torna heterogéneo (FERNANDEZ et al.,
2008). E um sistema biol6gico extremamente complexo, estes sd0 a base para o0

desenvolvimento das plantas. O solo é o principal reservatério de diversidade bioldgica do
planeta, com grande densidade microbiana e concentracdo de nutrientes. Neste local, podem
ser encontrados fungos fitopatogénicos, que podem causar sérios danos nos cultivos. As
doencas causadas por fungos estdo entre as principais causas de reducdo na produtividade de

culturas da area alimentar.

Entre os diversos microrganismos que estdo no solo, os fungos e as bactérias sdo os
mais abundantes, contribuindo ativamente de diversas transformagfes que incluem a
disponibilidade de nutrientes para as plantas e regulam a deterioracdo de matéria organica

presente no solo. Os fungos micorrizos e as bactérias diazotréficas, genericamente conhecidas



17

como rizébios, recebem destaque por atuarem no aumento da disponibilidade de nutrientes
conceituado essenciais para o desenvolvimento dos vegetais, respectivamente, fosforo (P) e
nitrogénio (N), e sua auséncia consegue ser fator de limitagdo do crescimento, ocasionando
reducdo na produtividade (SANTOS et al., 2008; CARDOSO et al., 2010).

4.2.1. Fusarium oxysporum

O género Fusarium, pertence ao Reino Fungi, Divisdo Ascomycota, Subdivisdo
Pezizomycotina, Classe Sordariomycetes, Subclasse Hypocreomycetidae, Ordem
Hypocreales e Familia Nectriaceae (INDEX FUNGORUM, 2012).

Fusarium oxysporum pertence a um grupo de espécies representado por fungos
encontrados em solos cultivados e ndo cultivadas em todo o0 mundo sob varios climas. Esta
espécie € um fungo patogénico de plantas notdrias e apresenta ampla variedade de
hospedeiros, exibindo alta diversidade funcional e genética (BURGESS, 1981; JOFFE &
PALTI, 1977; KOMMEDAHL et al., 1988; MANDEEL et al., 1995). O fitopatdégeno
Fusarium oxysporum pode afetar plantas perenes e anuais, incluindo principalmente as
terrestres, mas também as aquéticas (como o I6tus). Do ponto de vista pratico, a cepa
patogénica de Fusarium oxysporum tem sido relacionada a doencgas em diversas espécies de
plantas importantes nas safras econémicas (cana-de-agucar, banana, algoddo, soja), muitos
jardins (meldo, cebola e tomate) e culturas ornamentais (ciclamen, gérbera e orquideas), e até
mesmo ervas daninhas ou plantas parasitas (grama-vassoura e hamameélis). No entanto, as
cepas individuais tém patogenicidade seletiva para plantas hospedeiras mais ou menos
estreitas. O principio das infeccdes radiculares de Fusarium oxysporum foi reformulado
recentemente (GORDON, 2017).

O Fusarium oxysporum causa a murcha vascular penetrando nas raizes do hospedeiro
para alcancar os vasos do xilema da planta, e fazendo com que as plantas gradualmente
amarelem e murchem. Todas as cepas sdo saprofiticas, capazes de crescer e sobreviver por
longos periodos na matéria organica que esta no solo e na rizosfera (MICHEREFF et al.,
2005).

4.2.2. Ceratocystis paradoxa


https://apsjournals.apsnet.org/doi/full/10.1094/PHYTO-08-18-0320-RVW#b20
https://apsjournals.apsnet.org/doi/full/10.1094/PHYTO-08-18-0320-RVW#b49
https://apsjournals.apsnet.org/doi/full/10.1094/PHYTO-08-18-0320-RVW#b49
https://apsjournals.apsnet.org/doi/full/10.1094/PHYTO-08-18-0320-RVW#b56
https://apsjournals.apsnet.org/doi/full/10.1094/PHYTO-08-18-0320-RVW#b69
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O complexo Ceratocystis paradoxa contém um grupo de patdgenos fangicos que
infectam especificamente as principais monocotiledoneas. A podridao do abacaxi, causada
pelo fungo, ocorre praticamente em todas as regifes onde é cultivada a cana-de-agUcar,
condi¢des do solo, temperatura e velocidade da germinacdo dos toletes. As areas onde a
doenca ocorre apresentam uma grande quantidade de falhas no plantio. No entanto, seus
prejuizos ndo se resumem s6 em falhas, mas também ao menor desenvolvimento das plantas.
A podriddo abacaxi pode reduzir o nimero de brotacdo em até 47%, e a produtividade em até
35% (RAHMAN; MOLDAL, 2010).

Durante a reproducdo assexuada do Ceratocystis paradoxa, 0s conidios castanho-
claros crescem livremente a partir das hifas e, além de numerosos clamidésporos lisos ovais
e marrons, pode-se observar a formacdo de numerosas hifas resultantes da fragmentacao das
hifas (WISMER, 1961; TOKESHI, 1980).

A temperatura 6tima para o desenvolvimento do fungo é 28°C e o pH 6timo esté entre
5e 7. Nessas condi¢des, os fungos crescem rapidamente e a producao de conidios € abundante
em pH 9. Os patdgenos ndo possuem mecanismos préprios de infiltracdo e usam aberturas ou
feridas naturais para entrar e colonizar as plantas. Se a cana-de-agucar for plantada em solo
contaminado, o fungo pode penetrar nos cortes existentes no caule do plantio. A alta umidade
favorece a sobrevivéncia dos fungos, e a doenca geralmente ocorre em solos argilosos,
encharcados e de dificil drenagem. Além disso, as baixas temperaturas também sédo muito
propicias ao crescimento de fungos, por isso o outono nas regides centro e sul é o periodo
mais comum para a doen¢a (CARVALHO et al., 2009).

4.3 O uso indiscriminado de agrotdxicos na agricultura

Os agrotoxicos séo produtos quimicos que alteram a composicédo da flora e da fauna
com o objetivo de evitar que doencas, insetos ou plantas daninhas prejudiquem as plantagdes.
Estdo provocando grandes consequéncias na satde, conforme Moraes & Monteiro (2006)), as
trés vias fundamentais responsaveis pela infecgdo humana com agrotoxicos sao: ocupacional
- ocorre durante a manipulagao do agrotdxico, sua aplicacéo, colheita e entrada em areas onde
o produto foi recentemente aplicado; Ambiental - pela dispersao das particulas de agrotoxicos,
de aguas, ar e do solo; e também a Alimentar - relacionada a contaminagao de alimentos por

agrotoxicos.
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Estes agrotoxicos sdo exibidos no mercado sob a forma de pesticidas (eliminam
insetos), fungicidas (eliminam fungos), herbicidas (eliminam plantas daninhas, invasoras ou
indesejadas), nematicidas (eliminam nematoides), acaricidas (eliminam &caros), rodenticidas
(eliminam ratos e roedores), moluscicidas (eliminam moluscos), formicidas (eliminam
formigas), reguladores e inibidores de crescimento (PELAEZ et al., 2010)

O uso descontrolado de agrotoxicos tem se difundido de maneira exponencial na
agricultura. O Brasil se tornou um dos maiores consumidores de produtos xenobidticos,
ficando atras somente do Japao e dos Estados Unidos (DAMS, 2006). Os pesticidas ajudam a
controlar muitas das pragas, podendo aumentar a produtividade (DOMINGUES et al., 2004).
No entanto, 0 uso improprio e abusivo pode trazer danos aos humanos e ao meio ambiente.
Além de selecionar populacGes de insetos resistentes e eliminar os inimigos naturais (SILVA;
NOVATOSILVA; PINHEIRO, 2005; DOMINGUES, 2010).

Uso indiscriminado de agrotoxicos na cana-de-agtcar, bem como em qualquer cultura
traz uma série de efeitos naturais também e ao povo. O uso e abuso frequentes podem resultar
poluicdo do solo, atmosfera, dguas superficiais e subterraneas, de alimentos, o que leva a
efeitos negativos sobre 0s seres vivos na terra, bem como &gua, embriaguez pelo uso de agua
e alimentos poluigéo e intoxicagédo no local de trabalho de trabalhadores e produtores rurais.
(SPADOTTO, 20086, p. 03).

4.4 Rizosfera

A rizosfera tem sido o foco de intensa pesquisa pela sua importancia na nutrigéo e
patogénese das plantas. Uma regido da parte do solo com maior contato com a raiz, por possuir
grande concentracdo de micro-organismos, encarregados pelos processamentos de
decomposicdo, mineralizacdo, fixacdo de nitrogénio, desnitrificacdo, armazenamento e
mobilizacao de nutrientes (KHAN, ZAIDI e WANI, 2007).

Prashar (2014) comenta que as rizosferas sdo fundamentais para processos de
nutricdo da planta, trocas de O2 e CO2, mineraliza¢do, amofinagdo, nitrificagdo e simbose, é
uma fonte de bactérias produtoras de metabolicos secundarios, tal como auxina, antibiéticos,
acidos, enzimas extracelulares. Sdo determinadas pelo tipo, umidade do solo e a composicéo
sdo de habitat mutavel, durante ciclo vegetativo, sua estrutura e a sua composi¢cdo Sao
influenciadas. E dividida em trés areas basicas, sendo: O endorhizosphere que ¢ o tecido da
raiz que inclui a endoderme e camadas corticais. O rizoplano é superficie que fica entre raiz e
solo, area que influéncia na simbiose das raizes. O espermosfera e area que influéncia ao redor
das sementes, durante germinacdo, ocorrendo mobilizacdo de reservas de carboidratos
(PRASHAR; 2014).
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As raizes das plantas exercem importante papel na formacdo de comunidades
microbianas no solo por liberarem uma grande quantidade de compostos, mas a composi¢éo
e a qualidade destes compostos podem variar de acordo com a espécie da planta, o tipo e 0
estagio de crescimento (WIELAND et al., 2001). O solo do Cerrado é pobre em nutrientes,
acido, rico em aluminio e caracterizado por condi¢cdes ambientais extremas, como elevadas
temperaturas e longos periodos de estiagem (ESPINDOLA et al., 2018; RADA, 2013).

Portanto, micro-organismos rizosféricos adaptados a tais condi¢cbes podem
apresentar caracteristicas de interesse para aplicac6es biotecnolégicas na agricultura (Costa et
al., 2014). As bactérias que colonizam a rizosfera sdo denominadas rizobactérias e podem
promover o crescimento vegetal através de mecanismos diretos, como a produgdo de
fitorménios, e mecanismos indiretos como o biocontrole de fitopatdgenos (Backer et al.,
2018).

Assim, podemos explicitar que micro-organismos essenciais ao ecossistema das
plantas estdo relacionados ao fornecimento de nutrientes de crescimento, estes como o
fésforo, nitrogénio, talvez ferro. Quando ocorre a liberacdo de exsudados pelas raizes
desenvolve um espaco rizosferico rico em energia, assim terdo micro-organismos presentes

para mineralizacdo dos nutrientes e das matérias organicas.

As rizobactérias benéficas tem sido utilizadas para melhorar a capacitacdo de agua,
nutrientes e a tolerancia a estresses biéticos e abidticos (BACKER et al., 2018). A rizosfera é
uma regido no solo com presenca de raizes, que contém caracteristicas do solo, e é o local
aonde ocorrem maior interagdes entre micro-organismos e plantas (LYNCH, 1982). Podendo
influenciar os micro-organismos, devido a liberacdo de principios ativos que inibem ou

favorecem o crescimento microbiano.

Essas bactérias existem em uma variedade de ambientes, séo faceis de crescer, crescem
rapidamente em um grande numero de substratos e ndo sdo patogénicas para plantas
superiores. Podem inibir fitopatdgenos por meio da producdo de metabdlitos secundarios,
além de promover o crescimento das plantas (HARMAN et al., 2004; ORTiZ-CASTRO et
al., 2008; LEAELASUPHAKUL et al., 2008).

4.5 Rizobactérias promotoras do crescimento de plantas

Freitas & Pizzinatto (1997) comentam que as rizobactérias podem ser simbiontes ou

saprofitas de vida livre, sendo os microrganismos benéficos. As espécies mais estudadas séo
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Pseudomonas fluorescens, Azospirillum brasilense, Bacillus subtilis, Rhizobium,

Bradyrhizobium, Arthrobacter, Enterobacter, Azotobacter, etc.

De acordo Fravel (1988) observa-se que os efeitos sobre mecanismo de acdo das
rizoshactérias se dao pela producdo de compostos antibidticos, por atuar na supressao dos
patdgenos da rizosfera. Assim definidos como compostos organicos de baixo peso molecular,
que apresentam baixas concentrac¢des, que podem destruir as atividades metabolicas de outros
organismos. Desta forma, os micro-organismos entram em conflitos por nutrientes e

elementos que tem no solo e na rizosfera, acontece entres as rizobactérias e um patdgeno.

A Rizobactérias estimulantes da rizosfera produz metabdlitos cotidianamente
relacionado ao crescimento das plantas (auxinas, giberelinas e citocininas). Eles também
sintetizam antibidticos, sideréforos e acido hidrocindmico (HCN) que diminuem a atividade
do patégeno. Eles proporcionam o desenvolvimento das plantas alterando as propriedades
fisicas, quimicas e bioldgicas do solo ou substrato para promover um melhor desenvolvimento
das raizes. (DIMKPA; WEINAND; ASCH, 2009; MAHESHWARI, 2011; CHAUHAN;
BAGYARAJ; SHARMA, 2013). O efeito das rizobactérias sobre a rizosfera, e vice-versa,
leva a algumas ocasifes mudancas temporais nas comunidades microbianas causando danos
as plantas, mas em na maioria das vezes, para o beneficio da cultura. Pesquisas mostraram
que a microbiota da rizosfera pode reduzir a perturbagdo das plantas sob condi¢des adversa
(LAU & LENNON, 2012).

Muitos trabalhos sdo realizados usando agentes bioldgicos que promovem o
crescimento de plantas e/ou interferem nos processos essenciais de fitopatdgenos. Através
desses agentes destacam-se microrganismos como os do género Bacillus, Pseudomonas,
Serratia e o fungo Trichoderma, entre outros microrganismos (HASSAN et al., 2011;
ALMAGHRABI et al., 2013).

Entre as RPCPs temos as bactérias do género Pseudomonas ssp. em destaque, por
sua capacidade de retirar os patdégenos do solo de forma natural em elevadas populacGes e
possuirem uma facilidade de crescerem em varias condigdes ambientais. Essas bactérias
produzem uma diversidade de antibi6ticos, horménios e sider6foros para crescimento dos
vegetais. Os efeitos de crescimentos podem ser induzidos de forma direita, pela producédo dos
hormdnios de crescimento, ou indireta, pela mudanca da microbiota da rizosfera
(SCHIPPERS et al., 1987).

Rizobactérias da espécie Pseudomonas fluorescens contém metabolismo versatil,

utilizando diversos substratos liberados pelas raizes e moléculas xenobidticas que atingem a
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rizosfera. Os siderdforos sdo substancias que tém baixo peso molecular e sdo produzidos por
alguns micro-ornagismos em condigdes limitantes de ferro. Quase todas as bactérias aerobias
e anaerobias facultativas produzem sideréforos (KLOEPPER et al., 1996). Seu mecanismo de
promocdo de crescimento vegetal é indireto, pois quela o ferro presente no ambiente,
impedindo que fitopatdgenos cres¢cam, protegendo, portanto, a planta, através da competicao
por nutrientes. Seu funcionamento depende da concentracdo de ferro na solucdo do solo, a
qual esta diretamente ligada ao pH. Em solos com pH baixos havera mais disponibilidade de

ferro, entdo os sider6foros passam ser menos efetivos.

Ha vérios relatos na literatura de RPCP que atuam no biocontrole de fitopatogenos.
Bacillus amyloliquefaciens linhagem SN13 é eficaz contra Rhizoctonia solani por aumentar a
resposta de defesa das plantas (SRIVASTAVA et al., 2016). Muitos antibioticos tém derivado
de RPCP do género Bacillus e Pseudomonas. Estas RPCPs produzem uma variedade de
metabdlitos que servem como antifungicos, antibacterianos, antivirais, anti-helminticos e
agentes antitumorais (GOSWAMI et al., 2016).

4.5.1 Fitormdnios

Os fitorménios sdo moléculas bioquimicas que regulam diversas a¢des das plantas, que
desempenham uma importante fungdo na regulacdo do crescimento, séo substancias que atuam
direta ou ndo diretamente sobre os tecidos e drgdos que os produzem (SPAEPEN &
VARDERLEYDEN, 2014). Os fundamentais fatores que influenciam no crescimento e
desenvolvimento das plantas séo de natureza quimica. Hormonios responsaveis pela sinalizacao
quimica levam mensagens e alteram o estado fisiol6gico de células, tecidos e, em alguns casos,
sistemas mais complexos. Assim sendo, a mesma substancia que responde de forma diferente
em diferentes estagios de desenvolvimento da planta. O crescimento e o desenvolvimento das

plantas sdo regulados por fatores endogenos e exdgenos (RAVEN et al., 2001).

As RPCPs séo capazes de sintetizar diferentes fitormonios como, auxinas, citocininas,
giberelinas e acido abcisico. Os fitohorménios, juntamente com fatores externos, iniciar o
processo de crescimento e diferenciacdo e sincronizam o desenvolvimento da planta com as
mudancas sazonais no ambiente. Outras fun¢des dos hormonios vegetais sdo regulares a
densidade e direcdo do crescimento atividade metabdlica, transporte, armazenamento e
mobilizacdo de nutrientes (LARCHER, 2006).
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Taiz & Zeiger (2004) comentam gue as auxinas sdo 0s complexos que provocam o
alongamento nas células dos brotos de plantas, séo sintetizados e apresentam as concentragoes
altas nas areas meristematicas do broto e da raiz, locais nos quais as células se divide
ligeiramente para renovar o0 seu crescimento. Seus efeitos sdo ativos em quantidades muito
pequenas e, quando aplicadas em quantidades muito elevadas, podem matar o vegetal. Como
sdo transportadas da copa para a base, as auxinas tendem a se concentrar nas raizes, onde se
acumulam em excesso e retardam o crescimento. O &cido 3 indole acético (AlA) é a molécula
de auxina mais abundante e ativa em sistemas bioldgicos, sendo produzida por diversos

organismos incluindo bactérias.

As giberelinas agem ativamente na germinagao das sementes por provocarem, via acao
génica, a sintese de enzimas de lise que proporcionam a quebra e a mobilizacao de substancias
de reserva no endosperma das sementes. Estdo também no crescimento (alongamento do
caule), no desenvolvimento reprodutivo, além de prejudicar a transi¢do do estado juvenil para
0 maduro, bem como a induc¢édo da floracéo, a determinacédo do sexo e o estabelecimento do
fruto. Esses hormonios estimulam o alongamento e a divisdo celulares. (TAIZ e ZEIGER,
2009)

4.6 Biocontrole

Olanrewaju et al. (2017) disserta que o biocontrole é a capacidade que alguns micro-
organismos apresentam de inibir o crescimento de fitopatdgenos, protegendo a planta e
promovendo indiretamente seu crescimento. A inibicdo pode se dar atraves da producéo de
metabolitos secundarios bioativos; por competicao, geralmente por nutrientes, como no caso
dos siderdforos, moléculas de baixo peso molecular que contém o ferro presente no solo,
tornando-o indisponivel para os patdgenos; ou por inducao do sistema de defesa da planta. A
partir deste contexto, pode ser apresentado que 0S micro-organismos que promovem o0
crescimento das plantas sdo os micrébios benéficos. Ja os microbios comensais sdo 0s que
ndo prejudicam ou beneficiam de modo direto para planta e o patégeno. (DESHMUKH &
SHINDE, 2016).

A aplicacdo de rizobactérias como agentes de controle bioldgico de fitopatogenos e
como promotoras de crescimento vem mostrando como excelente alternativa. Essas bactérias
sdo capazes de agir em varios mecanismos, como antibiose, competicao por ferro, inducgéo de

resisténcia, mineralizagdo de fosfatos, fixacdo de nitrogénio e reguladores de crescimento,
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além de serem capazes de inibir o crescimento de outros organismos no solo (ROMEIRO,
2005).

5. MATERIAL E METODOS

5.1. Coleta e transporte das amostras

Os isolados de rizobactérias utilizados neste trabalho foi obtido da rizosfera, situado
na Unidade de Pesquisa do CRV Industrial, Carmo do Rio Verde, Goiéas, perto do Instituto
Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia Goiano - Campus Ceres. As raizes coletadas com
solo rizosférico, foram de seis plantas de pontos diferentes de cana-de-agucar. As amostras de
solo rizosférico, denominadas R1, R2, R3, R4, R5 e R6, foram colocadas em sacos plasticos
finos, para estimular as trocas gasosas (02, CO2), evitando que o solo seque rapidamente. Os
sacos foram transportados para o Laboratorio de Microbiologia do Instituto Federal de

Educacao, Ciéncia e Tecnologia Goiano - Campus Ceres, em caixas de isopor.

Foi realizada a separacdo mecanica do solo rizosférico das raizes, e realizado o estudo
a partir de um grama de raizes contendo solo rizosférico, que foi colocado em 10 mL de 4gua
destilada estéril e submetido a agitacdo, com o objetivo de desagregar as rizobactérias das

raizes.

A suspensdo foi deixada em repouso por 20 minutos para decantacdo do solo. Foi
realizada a diluicdo seriada da amostra, tendo sido adicionados 100 puL do sobrenadante em

900 pL de agua destilada estéril até a diluigdo 10°. A seguir, 100 pL da solucdo foram

inoculados por espalhamento em placas contendo agar nutriente (3 g L -1 de extrato de carne,
59 L -1de peptonae 15 g L -1 de agar). As placas foram incubadas a 30 °C e o crescimento
bacteriano foi observado diariamente (Figura 1), conforme o protocolo sugerido por (ZAHID
etal., 2015). Logo ap0s o crescimento, as bactérias foram repicadas puras em novas placas de
agar nutriente, com divisao de 8 partes em cada placa, sendo cada parte uma bactéria, para
fazer teste antagonismo, elas foram incubadas nos tubos de ensaio contendo caldo nutriente
(3g de extrato de carne, 5g de peptona), cada tubo contendo 2 ml do caldo, um tubo para cada
bactéria foram incubas por 24h a 28 °C para serem inoculadas nas placas para teste.
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Figura 1. Replicacdo de rizobactérias em agar nutriente. A) placa contém as bactérias puras e a, b)
e ¢) sdo bactérias da dilui¢do seriada.

Os fungos fitopatogénicos usados nos testes de biocontrole, Ceratocystis paradoxa e
Fusarium oxysporum foram doados pelo Laboratorio de Biologia Molecular e Ecologia
Microbiana (LABMEM) da Universidade de S&o Paulo (USP). Para o teste de antagonismo,
foram utilizadas placas contendo meio batata dextrose agar (BDA). Em cada placa, inoculou-
se quatro bactérias equidistantes do centro 3 cm em uma linha de 2 cm comprimento (Figura
2).

As placas com as bactérias foram incubadas a 28 °C por 48 h. Apos esse periodo, pode ser
observado crescimento de algumas bactérias, e um disco de aproximadamente 5 mm de micélio
fangico foi depositado no centro da placa de Petri. A atividade antagénica foi determinada pela
mensuracdo do crescimento do fungo por meio do didmetro da cultura em comparagcdo com o
controle, que consistiu apenas do fungo no centro da placa. Os dados foram expressos em
porcentagem de inibicdo, seguindo a formula: (%) = (C - T) / C x 100, onde C é o diametro das
culturas de fungos no controle, e T é o diametro do fungo na presenca do isolado bacteriano, de
acordo com (FELESTRINO et al., 2017).
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6. RESULTADOS E DISCUSSOES

No total, foram isoladas 277 coldnias bacterianas das seis amostras coletadas.

Da planta R4 foram isoladas 46 coldnias bacterianas, das quais apenas oito foram
capazes de inibir o crescimento do fungo C. paradoxa. A Figura 3 mostra a inibicdo do fungo

pelas bactérias comparando com o controle que continha apenas o fungo.

Controle

Figura 3. Inibicdo do fungo C. paradoxa por rizobacteérias isoladas de cana-de-agUcar.

Para o teste de biocontrole, as bactérias foram inoculadas em placas de Petri tamanho
padrdo de 9 cm e apds 5 dias com crescimento do fungo na placa controle, foi feita a mensuragéo
do crescimento do fungo C. paradoxa por meio do diametro da cultura em comparagdo com o
controle (Tabela 1).

Tabela 1. Teste de antagonismo de bactérias rizosféricas de cana-de-agucar contra o fungo C.
paradoxa.

Diametro de Comprimento
Rizobacteria C.paradoxa de C.paradoxa Halo inibicéo
B5-R4 5,0cm 4,7cm 0,03 cm
B7-R4 5,0cm 4,7cm 0,01 cm
B8-R4 5,0cm 4,7cm 0,01 cm
B9-R4 6,2cm 6,5cm 0,02 cm
B11-R4 6,2 cm 6,5cm 0,02 cm
B12-R4 6,2 cm 6,5cm 0,01 cm

B17-R4 6,3cm 9,2¢cm 0,01 cm




27

B24-R4 5,9cm 7,5cm 0,02 cm

A partir desses resultados foi feito o calculo da porcentagem de inibicdo do fungo C.

paradoxa pelas bactérias (Tabela 2).

Tabela 2. Porcentagem de inibi¢do do fungo C. paradoxa por bactérias rizosféricas de cana-

de-agUcar.
Rizobactéria % inibicdo

B5-R4 44,44%
B7-R4 44,44%
B8-R4 44,44%
B9-R4 31,11%
B11-R4 31,11%
B12-R4 31,11%
B17-R4 30%

B24-R4 34,44%

No teste com o fungo fitopatogénico F. oxysporum, nove bactérias isoladas da planta R4
apresentaram potencial de inibicdo do fungo. Foi feito 0 mesmo procedimento do teste com C.
paradoxa, sO que o tempo de incubacdo do Fusarium foi maior, uma vez que este fungo demora
mais para crescer e tomar conta da placa inteira, portanto, os resultados foram obtidos em 12 dias

em comparagdo com controle, como mostrado na Figura 4.

Controle B3 - R4 B5 - R4

, y r\~. . /f ~\
K g | (‘\7’/"/

Figura 4. Inibicdo de Fusarium oxysporum por bactérias rizosféricas de cana-de- agtcar
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Foram feitas as medicdes do crescimento do fungo por meio do didmetro da cultura em

comparacao ao controle constituido apenas do fungo (Tabela 3).

Tabela 3. Teste de antagonismo com fungo F. oxysporum.

Comprimento

Diametro de de F. Halo
Rizobactéria F.oxysporum oxysporum inibicao
B3-R4 5,0cm 4,6 cm 1,1cm
B5-R4 4,5cm 50cm 0,01 cm
B7-R4 4,5cm 5,0cm 0,02 cm
B8-R4 4,5cm 5,0cm 0,04 cm
B10-R4 4,2cm 6,0 cm 0,5cm
B13-R4 4,2cm 4,8 cm 0,01 cm
B17-R4 4,5cm 7,2cm 0,5cm
B22R4 2,5cm 9,3cm 3cm
B24R4 2,5cm 9,3cm 3,5¢cm

Figura 6. Inibicdo de Fusarium oxysporum por bactérias rizosféricas de cana-de- agtcar

Foram feitas as medicdes do crescimento do fungo por meio do didmetro da cultura em
comparacao ao controle constituido apenas do fungo (Tabela 3).

Tabela 3. Teste de antagonismo com fungo F. oxysporum.

Comprimento

Diametro de de F. Halo
Rizobactéria F.oxysporum oxysporum inibicao
B3-R4 5,0cm 4,6 cm 1,1cm
B5-R4 45cm 5,0cm 0,01 cm
B7-R4 45cm 5,0cm 0,02 cm
B8-R4 4,5cm 50cm 0,04 cm

B10-R4 4.2 cm 6,0cm 0,5cm
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B13-R4
B17-R4
B22R4
B24R4

4,2cm
45cm
25cm

2,5cm

4,8cm
7,2cm
9,3cm
9,3cm

0,01 cm
0,5cm
3cm
3,5cm

Com os resultados entdo foi feito calculo para saber porcentagem de inibi¢do das

bactérias a fungo, como mostrado na Tabela 4.

Tabela 4. Porcentagem inibigdo do fungo F. oxysporum.

Rizobactéria % inibicao
B5-R4 44,44%
B7-R4 44,44%
B8-R4 44,44%
B9-R4 31,11%
B11-R4 31,11%
B12-R4 31,11%
B17-R4 30%

Foi possivel perceber que a amostra R4 contém linhagens bacterianas rizosféricas que
apresentaram 6timos niveis de inibicdo contra as duas espécies de fungos fitopatogénicos testados,
mas com relacdo a inibicao o teste com fungo F. oxysporum teve maior porcentagem de inibicao.
Cook et al. (1995) relatou que Vvarias espécies de plantas desenvolvem estratégias de defesa contra
patdgenos do solo, estimulando e sustentando as populagdes de micro-organismos na rizosfera. O

agente de biocontrole para ter competéncia na rizosfera, precisa efetiva colonizacdo da raiz, com a

habilidade de sobreviver durante o crescimento das raizes.

Observou-se que as bactérias R4- 5, 7, 8, 17 e 24 apresentam potencial de inibi¢do, entdo
demonstram que possuem mecanismos de promocéo de crescimento, pois inibiram os dois fungos.
As andlises das amostras R1, R2, R3, R5 e R6 estdo em andamento, porém, a partir dos resultados
da amostra R4, pode-se concluir que os isolados apresentam potencial de inibicdo e controle de
patdgenos, podendo servir como alternativa ao uso de pesticidas e agrotoxicos na lavoura,

contribuindo assim, para uma agricultura sustentavel.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

As rizobactérias selecionadas para estudo, podem representar um componente importante
no crescimento da cana-de-aglcar. A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que para o
fungo C. paradoxa, apenas 8 linhagens bacterianas foram capazes de inibir o crescimento do fungo,
enguanto que para o fungo F. oxysporum, 9 linhagens apresentaram potencial de inibicdo. Os
géneros de bactérias endofiticas freqlientemente encontrados associados a cultura da cana-de-agucar
sdo Herbaspirillum, Burkholderia, Gluconocetobacter, Azospirillum (CAVALCANTE &
DOBEREINER, 1988), porém ndo sdo os unicos, € nem exclusivos desta cultura. O isolado B24-
R4 é capaz de inibir os dois fungos, prevalentemente possa ser uma dessas espécie citada, e
representa uma provavel solucdo biotecnoldgica para os problemas de doencas fldngicas na

producdo de mudas de cana-de-agucar.
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