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Resumo

Estudo da atividade antifiingica de Bacillus E164 contra Bipolaris sorokiniana'
Autor: Mariana Carissimi

Orientador: Sueli T. Van Der Sand

O trigo € o principal cereal componente dos produtos amilaceos atualmente
consumido pela populagdo. Além das limitagbes econdmicas e politicas, a
producao brasileira de trigo encontra obstaculos como a incidéncia de doencas,
muitas delas causadas por fungos. O fitopatdégeno Bipolaris sorokiniana é o
agente etiolégico da helmintosporiose, cujo controle € baseado principalmente
em antifungicos sintéticos. O fungo nao é o principal causador de patologias
em trigo, mas é importante do ponto de vista fitossanitario nas plantagdes, pois
se mantém no solo por longo periodo de tempo podendo atacar as plantages
em climas umidos e quentes. O presente estudo teve objetivos avaliar a maior
atividade antifungica de trés isolados de Bacillus sp. contra 34 isolados B.
sorokiniana, selecionar uma linhagem de Bacillus sp., elucidar sua atividade
inibitoria in vivo e avaliar as melhores condigdes de cultivo, propriedades fisico-
quimicas do cultivo filtrado obtido e a atividade antifungica in vitro do mesmo. A
bactéria com a melhor agao antagonista foi analisada quanto a produgao das
enzimas caseinase e lipase, producao e atividade do filtrado de cultivo em
diferentes meios e apos tratamento térmico e variagdo de pH. Também foi
realizado um teste in vivo do antagonista conta o isolado 98031 do fungo. Os
trés isolados de Bacillus foram capazes de inibir in vitro os isolados de B.
sorokiniana, mas destacaram-se os isolados E164 e C98017. Quando testado
in vivo, o isolado Bacillus E164 causou efeitos sobre a morfologia da planta,
como redugdo significativa no comprimento das raizes. No entanto, ndo foi
possivel observar um nivel elevado de protegcao visto que mesmo as plantas
infectadas nao apresentaram os sintomas da doenca. A producéo do filtrado foi
baseada em caldo triptona de soja, uma vez que a inibigao foi similar ao meio
com palha de milho e maior que o meio com extrato de malte. O filtrado
antifungico apresentou resisténcia a fervura por até 90 minutos, mas a
atividade foi significativamente diminuida nesse tratamento quando comparada
aos tratamentos de 50 a 80°C e temperatura ambiente. A refrigeragcdo e o
congelamento n&o causaram diminuigdo na atividade do filtrado. A influéncia
do grau de ionizacao foi percebida nos pHs 5, 6, 8 e 10. O isolado de Bacillus
E164 apresentou atividade proteolitica e lipolitica em meios especificos. O
controle exercido pelo isolado Bacillus E164 sobre B. sorokininana foi relevante
nos testes in vitro. Porém, a influéncia e a importdncia da ac&o do(s)
metabdlito(s) produzido(s) por esse microrganismo devem ser mais estudados
para uma possivel aplicabilidade in vivo.

! Dissertagdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente — Microbiologgia do
Controle Bioldgico, Falculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, RS, Brasil. (71 p.) Abril, 2006.



Abstract

Study of the antifungal activity of Bacillus E164 against Bipolaris sorokiniana?
Author: Mariana Carissimi

Adviser: Sueli T. Van Der Sand

Wheat is the main cereal component of starch products consumed by the
population. Brazilian wheat production has many limitations such as
government policies, economic problems, and apart from there is a large loss in
production due to diseases caused by fungi. Bipolaris sorokiniana is a
phytopathogen that causes helminthosporiosis in cereal crops, whose control is
mainly rely on synthetical antifungal agents. It has phytossanitary importance,
since it can live for a long period in the soil, and attack crops on wet and warm
weather conditions. The objectives of this work were to evaluate the antifungal
activity of three Bacillus sp. Strains against 34 B. sorokiniana isolates, to select
the best inhibitor of them, to elucidate its action in vivo and evaluate the best
cultive conditions, physic and chemical properties of the filtrated obtained and in
vitro antifungal capacity. The best bacterial strain was chosen and analyzed for
the proteolytic and lipolytic activities, productions and activity of the cultive
filtrated after growing on different culture media and after thermal treatment or
pH variation. In vivo test was made on wheat infected by 98031 isolate. All
bacterial isolates were active against B. sorokiniana but E164 and C98017T
were better than OR13. On in vivo test the isolate E164 caused morphological
effects on the plant as significant root length reduction. Increase of plants
protection was not observed, as even infected ones did not presented disease
symptoms. Filtrated production was based in tryptic casein soy broth as the
inhibition degree was similar to the corn straw culture and greater than malt
extract broth culture. The antifungal filtrated resisted until 90 minutes at 100°C,
but significant decrease of activity was observed in this treatment when
compared to 50°C to 80°C and environment temperature. Refrigeration and
freezing did not cause loss on filtrated activity. lonization degree influence was
observed in pH 5, 6, 8 and 10. Bacillus E164 showed proteolytic and lipolytic
activities in specific media. Control exerted by Bacillus E164 over B.
sorokiniana isolates was relevant in vitro, nevertheless the influence and
importance of the metabolites produced must be elucidated for the application
in vivo.

2 Master of Science dissertation in Agricultural Microbiology, Faculdade de Agronomia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (71 p.) April, 2006
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1. INTRODUCAO

Os cereais compdem a dieta basica dos seres humanos e
enriquecem a ragao de animais. Acrescente demanda por tais produtos, seja
na forma in natura ou manufaturada, implica na ampliacdo da area agricola e
em investimentos na protegdo do plantio. Ambas as necessidades quando
implementadas de forma intensiva e sem planejamento sao prejudiciais aos
ecossistemas naturais.

O trigo é o principal cereal componente dos produtos amilaceos
atualmente consumidos. Tanto o trigo quanto a farinha sdo os unicos alimentos
rotineiramente importados pelo Brasil, sendo a Argentina o maior provedor do
mercado brasileiro. Segundo os dados do USDA, 6rgao de agricultura dos
Estados Unidos, a auto-suficiéncia brasileira havia sido atingida, mas esse
plano foi abandonado devido aos custos elevados das politicas protecionistas.
Com o Mercosul, o estreitamento de relagbes com a Argentina, um exportador
de trigo mundial, também afetou de forma significativa os produtores
brasileiros. Na ultima década o Brasil tem produzido trigo em uma area
bastante limitada, estimada em cerca de 2700 hectares segundo o Conab
(Conselho Nacional de Abastecimento). Dados do mesmo 6rgao prevéem o

consumo de 10,2 milhdes de toneladas de trigo entre as safras de 2005/2006,



enquanto a produgao nesse mesmo periodo fica em torno de 4,7 milhdes de
toneladas, comprovando a dependéncia do pais das importacdes®. A area
plantada tende a declinar, mas a produgdo aumentara devido aos crescentes
incrementos na produtividade, e a importagao também tende a crescer, sendo
o Brasil o maior importador mundial.

Além dos fatores econémicos e politicos, a producgdo brasileira de
trigo encontra obstaculos como a incidéncia de doencas, muitas delas fungicas,
que atacam a planta desde a raiz até o caule, as folhas e as sementes. Os
patdgenos que ocorrem com maior frequéncia na cultura de trigo gaucha e do
sul do pais, citados pela Reunido da Comissao Sul-Brasileira de Trigo, sao
Oidium sp., Drechslera tritici-repentis e Bipolaris sorokiniana; eles sao
responsaveis em grande parte pela perda ou menor rendimento na producgao
de graos.

O fungo fitopatdbgeno Bipolaris sorokiniana nao causa perdas
expressivas mas é importante do ponto de vista sanitario, visto que é um
microrganismos cosmopolita, reside no solo saprofiticamente resistindo a
condi¢cdes pouco favoraveis e, com o incremento na logistica dos graos, pode
causar danos na producao de outros paises.

O controle biolégico € um método em expansdo no ambiente
agricola, utilizado com sucesso contra insetos e alguns fungos. A utilizacao de
microrganismos como bactérias do solo e virus como antagonistas de

patdbgenos minimiza o impacto ambiental causado pelos defensivos agricolas e

% http://www.conab.gov.br em “Brasil: oferta e demanda de produtos selecionados”. Acesso em: 4 nov.
2005.




pode vir a diminuir o custo de produgdo. Porém € pouco sabido sobre a sua
potencialidade contra a helmintosporiose na plantagao de trigo.

Assim, esta dissertacdo teve como objetivos avaliar a maior
atividade antifungica de trés isolados de Bacillus sp. contra B. sorokiniana,
selecionar a melhor linhagem com capacidade inibitéria de Bacillus sp.,
elucidas a sua atividade inibitéria in vivo e avaliar as melhores condi¢cdes de
cultivo, propriedades fisico-quimicas do cultivo filtrado e a atividade antifungica

in vitro do mesmo.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Fitopatégeno

O fungo fitopatogénico Bipolaris sorokiniana (Sacc. In Sorokin)
Shoemaker é a forma anamorfica (conidial), sinonimias Helminthosporium
sativum Pamm, Drechslera sorokiniana (Sacc.) Subaram & Jaim, do fungo
fungo cujo estado perfeito ou teleomoérfico é classificado como pertencente a
espécie do fungo Ascomiceto Cochliobolus sativus (Ilto & Kurib.) Drechs. Ex
Dastur. A fase sexuada pode ser induzida em laboratério mas nunca foi
relatada sua ocorréncia no ambiente (Tinline, 1988).

Na forma anamoérfica quando crescido em meio de cultivo apresenta
micélio cotonoso, branco ou acinzentado claro a escuro, dependendo do
isolado (Kumar et al.,, 2002). Os conidiéforos marrons, na maioria simples,
produzem conidios através de um poro apical, com crescimento simpodial
formando conidios em pontas novas sucessivas. Os conidios sdo marrons,
multicelulares, elipticos, retos ou curvos e germinam por ambas as
extremidades (Barnett & Hunter, 1987). A variabilidade dessa espécie é ampla
e pode ser percebida tanto em estudos morfofisioldgicos quanto em estudos

genéticos.



A dimensao e quantidade de células por conidio podem diferir
dependendo do pH e da concentracao de agucar do substrato segundo Harding
(1975). Alteragdes morfoldgicas podem estar relacionadas ao conteudo lipidico
intracelular em certos isolados (Geimba et al., 2005). No mesmo estudo,
Geimba et al. (2005) observaram que ha homogeneidade na producdo de
moléculas antigénicas. No entanto, os isolados utilizados apresentaram
variacdes nas composicoes lipidica, protéica e de carboidratos. O crescimento
do fungo in vitro é acentuado em varios meios de cultivo e a esporulagao é
intensa sob diversas temperaturas e pH (Tinline, 1988).

Quanto a variabilidade genética desta espécie, a investigagcéo de
polimorfismo no DNA total através da técnica de amplificacdo randémica de
DNA polimérfico (RAPD) indicou ampla variagdo para os oligonucleotideos
testados, e os autores sugerem que essa caracteristica esta possivelmente
relacionada a ocorréncia de fluxo génico entre os isolados (Oliveira et al.,
2002). Distinto resultado foi observado por Miller et al. (2005), onde a
similaridade entre a maioria dos isolados utilizados no estudo, através da
mesma técnica, foi superior a 78%.

O fungo produz toxinas sesquiterpendides sintetizadas a partir do
farnesol. Toxinas como o di-hidro-pré-helmintosporol, a victoxinina e pré-
helmintosporolactona causam danos as mitocéndrias (Marder et al., 2006). O
pré-helmintosporol interfere na fosforilacdo oxidativa nas mitocdndrias e na
fotofosforilagdo nos cloroplastos da planta (Kumar et al., 2002) e a
sorokinianina causa inibicdo da germinagdo de sementes (Nakajima et al.,

1998).



2.2 Patogenia

O B. sorokiniana €& conhecido por ser o agente etiolégico da
helmintosporiose denominada também de mancha, marrom, mancha porrada
das folhas, carvdo do nd, ponto preto das sementes (Tinline, 1988),
provocando também podriddo comum das raizes. A denominagao da moléstica
refere-se ao 6rgao vegetal infectado, uma vez que qualquer parte pode ser alvo
de infecgao pelo fungo.

Os sintomas iniciam como manchas ovais e pequenas, de coloragao
marrom-escura a negra, que com o tempo aumentam de tamanho, tornam-se
elipticas e com esporulagao abundante (Prates & Fernandes, 2001). Em campo
foram relatadas duas fases distintas de crescimento do fungo sobre a planta:
uma fase biotrofica, com penetracdo e subsequente invasao da hifa na célula
vegetal viva, seguida da fase necrotrofica que é a invasdao do mesdfilo
acompanhada de morte celular (Kumar et al., 2002).

O patégeno tem entre os principais hospedeiros os cereais de
inverno como trigo (Metha, 1981), cevada (Almgren et al., 1999), triticale, aveia
e centeio. No entanto o fungo ja foi isolado de leguminosas, gramineas e
sementes oleaginosas, mostrando-se capaz de produzir lesbes em feijao,
milho, abdbora, pepino, ervilhas, girassol e tomate em condi¢cdes experimentais
(Duczek et al., 1996). Entretanto, ele ndo é considerado um patdégeno
importante para essas plantas.

Sua distribuigdo € cosmopolita, mas € mais agressivo sob condigdes
de temperaturas e umidade relativa altas, além de desequilibrio no balango de

minerais do solo (Duveiller & Altamirano, 2000). As perdas relacionadas a esse



patégeno ja chegaram a 20% no sul da Asia, mas ha relatos de perdas de até
80% (Pandey et al., 2005). Apesar de também serem contaminados pelo
fitopatdgeno, a aveia e o centeio mostram menor suscetibilidade a infeccéo
(Kumar et al., 2002).

A amplitude de possiveis hospedeiros-alvo comprova o baixo nivel
de especializagao de B. sorokiniana e os isolados deste fungo demonstram
grande variabilidade quanto a presenga de grupos génicos de viruléncia além
do necessario para atacar um dado hospedeiro (Nelson & Kline, 1962). Tais
genes tém procedéncias diversas e sado adquiridos pelo fungo através de
intercruzamento e hibridizagao (Tinline, 1988). Assim, um mesmo individuo é
capaz de infectar plantas hospedeiras diferentes. Também a atividade
enzimatica de xilanase e [-glicosidase parece estar relacionada a
adaptabilidade do patdgeno, permitindo taxas maiores ou menores na digestao
e absorgao dos substratos (Geimba et al., 2005).

A origem de uma espécie patogénica pode estar relacionada ao
microrganismo patogénico, a planta ou a interacdo entre os dois. Em B.
sorokiniana esse fendmeno pode ocorrer devido a mutagédo ou a recombinagao
génica que consequentemente afetam os processos bioquimicos especificos
ou as caracteristicas morfologicas (Nelson & Kline, 1962). A parassexualidade,
evento onde o fungo obtém variabilidade genética sem entrar na fase sexuada
de reproducgao, explicaria a diversidade de agressividade entre isolados de
uma mesma regiao (Duveiller & Altamirano, 2000). Outra hipotese é o padrao
de indugdo e repressao da expressdo génica para genes de viruléncia,

induzindo a compatibilidade entre o patégeno e o hospedeiro (Briggs & Johal,



1994; Gabriel & Rolfe, 1990). Segundo a teoria gene-a-gene tanto a resisténcia
da planta quanto a aviruléncia do fungo necessitam de expressdo génica de
forma que a perda da fungdo desses genes causada por mutagdes leva a
sensibilidade da planta ao patdbgeno e a viruléncia do microrganismo
(Halverson & Stacey, 1986).

Além dos genes especificos para a interagdo do patégeno com o
hospedeiro, outras substancias pertencentes ao metabolismo natural do fungo
exercem funcdo durante a interacdo. O B. sorokiniana secreta uma matriz
extracelular protéica com fungbes adesivas e protetoras contra a dessecagao
ou mesmo como fonte nutricional e que esta presente apenas na hifa e no tubo
germinativo. A composicdo dessa matriz varia ao longo do estagio de
desenvolvimento e foi associada ao sucesso da invasao no hospedeiro (Apoga
et al., 2001).

A planta apresenta diferentes respostas aos sinais moleculares
ativando o sistema de defesa (Halverson & Stacey, 1986). Um exemplo é a
producao de peroxido de hidrogénio, cuja efetividade esta associada ao tempo
e area de acao (Kumar et al., 2002). No entanto cada parte da planta pode
responder de forma distinta ao patégeno. Duveiller & Altamirano (2000), em
trabalho obre as condicbes que favorecem a infecgcdo causada por B.
sorokiniana em trigo no México, observaram que isolados de raiz foram mais
patogénicos que os isolados de folhas e sementes em teste com cultivar de
trigo suscetivel ao patégeno, confirmando a hipotese de que ha uma selegao
progressiva de isolados a determinadas partes da planta em resposta aos

fatores ambientais. O estudo desenvolvido com centeio mostrou a mesma
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expressao diferencial de resisténcia em folhas e raizes (Almgren et al., 1999).
Outro fator que pode contribuir para a selecdo de um patégeno é a baixa
condi¢ao nutricional da planta, a qual permite o acumulo de substancias toxicas
no interior da célula vegetal que diminui a sua resisténcia (Alves et al., 2001).
Os residuos de plantas infectadas contribuem para a permanéncia
do fungo no solo entre as estagdes climaticas. A estimulagdo da germinagao
dos conidios depende de substancias secretadas pelas plantas hospedeiras
(Tinline, 1988). A associagdao dos mesmos a semente leva a uma alta da
infeccdo pré-plantio. Pandey et al. (2005) observaram que a fonte de
contaminagédo das plantacdes na india esta nas sementes contaminadas e ndo
no solo, principalmente devido ao clima de mong¢gdes daquele pais, onde a
capacidade de drenagem do solo é insuficiente frente ao regime intenso de
chuvas nas regides de plantio. O encharcamento do solo leva a uma situagao
de anaerobiose onde o fungo é incapaz de se desenvolver. Ainda nado ha
consenso, entretanto, se a fonte de inoculo em outras regides produtoras do
planeta provém de sementes infectadas ou de conidios dormentes no solo. Ha

consenso que ainda ha muito que se investigar em relagdo as diferentes

condi¢cdes que favorecem as formas de infecgao.

2.3. Controle através de antifungicos

O controle do patogeno é feito principalmente por fungicidas que
podem agir de forma generalizada sobre o fungo, ou interferir no contato do
mesmo com a superficie da planta ou ainda agir sobre a sintese de estruturas

especificas da célula fungica como aqueles que atuam sobre o ergosterol. As
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classes mais utilizadas, mas que pelo uso indiscriminado tém levado ao
aparecimento de cepas resistentes sao: i) os benzimidazéis (benomil) que
atuam sobre a B-tubuluna; ii) os inibidores da demetilacdo (DMIs), que agem
sobre a rota de formacdo do ergosterol; iii) os inibidores do sitio Qo
mitocondrial que agindo sobre a enzima bcl do citocromo causam deficiéncia
na respiragao celular; iiii) as dicarboximidas (DCFs, iprodione, vinclozolin), cujo
sitio de acado nao é bem conhecido mas as principais formas de resisténcia sao
mutacdes em quinases (Ma & Michailides, 2005). Lasca et al. (2001) em
estudos com fungicidas contra B. sorokiniana e Pyricularia grisea observaram
reducao significativa, no caso de B. sorokiniana, nos tratamentos com Carboxin
(Vitavax 750 PM BR®), Thiram (Rodiauram 700®), Thiram combinado com
Carboxin ou Iprodione (Rovrin®), Guazatine e Imazalil, enquanto Thiabendazol
(Tecto 100®) e Benomyl (Benlate 500®) ndo demonstraram atividade eficiente.
O maior problema no uso de fungicidas tem sido atribuido a fatores
como toxicidade, permanéncia no solo e interferéncia nas comunidades
naturais. Goel et al. (2005) observaram que a quantidade de fungicidas ¢ alta
na agua da chuva durante a estacao entre o plantio e a colheita, cuja aplicagcéo
ocorre a cada 7-14 dias. A concentragao desses compostos ¢é influenciada pela
precipitacao total, sendo maior no inicio do evento e diminuindo apds devido a
perda dos residuos que se dissipam no ar através de aerossoéis. A meia-vida do
fungicida analisado (clorotalonil) € de aproximadamente 35 dias no solo,
podendo ser aumentada quando aplicado com outros defensivos. E importante
ressaltar que nesse estudo a amostragem (coleta da agua da chuva) ocorreu

em pontos sem atividade agricola proxima num raio de pelo menos 800 metros,
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indicando a alta capacidade de dispersdo desses produtos. As pesquisas
mostram que os pesticidas utilizados na agricultura podem alterar os aspectos
funcionais e estruturais da cadeia tréfica estuarina (Goel et al., 2005). Além
disso, podem induzir resisténcia no fungo levando a um aumento das
concentracbes a serem aplicadas e no numero de aplicagdes (Alves et al.,
2001).

Outros aspectos a serem evidenciados sdo os danos que compostos
quimicos utilizados na agricultura podem causar a saude dos seres humanos.
Hewitt et al. (2005) relatam os efeitos potencialmente teratogénicos do
fungicida benomil utilizado em sistemas agricolas e em plantas ornamentais
sobre os embrides murinos. Tem-se mostrado que o benomil &€ capaz de alterar
varios processos bioquimicos e fisioldgicos incluindo a sintese protéica, a
diferenciagcdo celular, a montagem do citoesqueleto e pode ainda estar
envolvido com anoftalmia em seres humanos. No mesmo estudo, diferentes
concentracdes do fungicida causaram alteragdes sobre o desenvolvimento em
camundongos sendo o sistema éptico o mais sensivel (Hewitt et al., 2005). Em
outro trabalho, Corsini et al., (2005) correlacionaram os efeitos dos etileno-bis-
di-tiocarbamatos (EBDCs) sobre a regulagdo do sistema imunologico em
agricultores. O antifungico aplicado em vinhedos através de tratores foi
constatado na urina das pessoas envolvidas na aplicacdo e exerceu efeitos
modulatérios sobre a multiplicacado de linfocitos e sobre a excrecao de diversas

citocinas em teste in vitro de amostras de sangue periférico dos trabalhadores.

2.4. Controle biolégico de fungos
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Muitos estudos tém buscado formas alternativas ao uso de
fungicidas. A procura por espécies vegetais resistentes para cruzamento
(Metha, 1981) € um meio muito utilizado. Porém Duveiller & Altamirano (2000)
relataram que o uso de espécies resistentes € insatisfatorio por trés motivos: i)
as fontes de resisténcia sao limitadas; ii) as caracteristicas quali e quantitativas
para resisténcia estdo presentes no mesmo gene ou grupo génico; iii) é dificil
determinar os niveis da etiologia sem um sistema corretamente padronizado,
condicdo essa inexistente no campo, desconsiderando a variabilidade do
patdgeno. Estudo onde foi realizada a mistura de cultivares com maior e menor
nivel de resisténcia na mesma plantacdo mostrou que aquelas resistentes
protegem as suscetiveis da infeccao (Sharma & Dubin, 1996). Essa
metodologia € menos viavel visto que é necessario o conhecimento da técnica
e acesso do agricultor aos diferentes cultivares.

Duckzek et al. (1996) estudaram a rotagao entre culturas de vegetais
incluindo trigo, cevada, triticale, ervilha, aveia, entre outros e demonstraram
que a rotagao entre plantas de diferentes familias pode auxiliar na diminuicao
da fonte de inoculo para a proxima geracado, e € uma das formas indicadas
para diminuir a incidéncia da doencga no Brasil (Reunido, 2004). Entretanto o
sortimento de possiveis géneros a serem cultivados em plantios de inverno é
escasso, dificultando a rotagéo e inviabilizando economicamente o agricultor.

O controle biolégico € uma ferramenta em expansao devido a sua
quase inesgotavel fonte de recursos (Emmert & Handelsman, 1999). De acordo
com a “National Academy of Sciences” o controle bioldgico inclui o uso de

organismos naturais ou modificados, seus genes, ou produtos de genes para
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reduzir os efeitos de organismos indesejaveis, e favorecer aqueles desejaveis,
tais como plantas, arvores, animais, insetos e microrganismos benéficos
(Stacey & Keen, 1996). O antagonismo pode se dar por exclusdo de nicho e
competicdo, parasitismo ou predagdo, indugido de respostas sistémicas de
defesa da planta ou por antibiose direta, também chamada de interagao
amensal.

A supressao da doenga por agentes de controle biolégico também
consiste em interagbes entre a planta, o patdégeno, o agente responsavel pelo
controle, a comunidade microbiana sobre e ao redor da planta e o ambiente
fisico (Handelsman & Stabb, 1996). Em estudo de controle biolégico de F.
graminearum exercido por B. subtillis ZJY-116 e Brevibacillus brevis ZJY-1 em
centeio, Zhang et al. (2005) observaram que as duas cepas investigadas
ocuparam as espigas de forma diferencial, concentrando-se principalmente na
bainha e na gluma e menos na semente, provavelmente causada pela
ocupacao dominante da populagdo microbiana natural da semente e ampla
assimilagdo dos nutrientes. Dessa forma um bom microrganismo supressao
precisa ter habilidade de competir eficientemente por recursos limitados em
ambientes como superficie de folhas e sementes, ou seja, expostos a uma
baixa condi¢cao nutricional e a variacédo de temperatura e umidade (Stacey &
Keen, 1996).

Microrganismos com atividade antagonista introduzidos no ambiente
podem apresentar riscos a diversidade microbiana natural e nos processos
biolégicos exercidos por essa comunidade necessarios a manutengdo da

fertiidade do solo e das condigcbes favoraveis ao desenvolvimento da planta
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(Thirup et al., 2003). Nas raizes a interagdo entre a concentragao inicial de
antagonistas introduzidos, a concentragcao do patégeno e o ambiente afeta a
persisténcia dos agentes de controle, bem como sua capacidade de colonizar a
rizosfera e, em ultima instancia, a eficacia do controle biolégico (Cavaglieri et
al., 2005). Assim, a busca por antagonistas pode priorizar isolados
pertencentes a propria comunidade nativa do ambiente onde ¢é feita a
aplicagao, como as folhas ou o solo em que se encontra a planta.

Segundo Nielsen & Sgrensen (1997), cerca de 20 a 40% das
espécies de Bacillus isoladas de solo apresentam algum tipo de antagonismo
contra fungos fitopatogénicos. A filosfera, incluindo populagcbes endofiticas, &
habitada por leveduras, fungos filamentosos e bactérias, sendo que muitos
destes microrganismos podem antagonizar um ou mais patégenos (Perelld et
al., 2002).

Existem muitos microrganismos comprovadamente capazes de inibir
patdgenos in vitro e in vivo, mas nenhum deles faz parte dos produtos de
primeira escolha para aplicacdo em lavouras, pois nem todos os antagonistas
confirmam sua atividade quando transpostos para larga escala (Spadaro &
Gullino, 2005). Portanto devem ser investigados novos antagonistas, novas
fontes ambientais de agentes de controle biolégico e novas formulagoes.

Substratos como a compostagem, cuja constituicido organica é
bastante favoravel ao crescimento de diversos microrganismos, sdao ambientes
propicios ao isolamento de antagonistas capazes de degradar polimeros
complexos e de sobreviverem e altas temperaturas (Czaczyk et al. 2000).

Microrganismos primariamente isolados desses mesmos ambientes, com boa
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atividade antagonista in vitro e que passaram por um processo de mutagao
induzida que provocou um aumento na sua capacidade inibitéria constituem
outras fontes importantes de producao de antifungicos (Bernal et al., 2002).

Os fungos filamentosos encontrados tanto no solo quanto na
filosfera também s&o interessantes para o uso em controle biolégico. Na ultima
década, a pesquisa aprofundada utilizando Trichoderma spp. como antagonista
revelou a atividade inibitoria intimamente relacionada a excrecédo avantajada de
quitinases e de moléculas volateis com atividade antifungica (ver). Bons
resultados foram obtidos com Trichoderma harzianum e T. viridae, isolados
utilizados ja na forma comercial contra Claviceps africana, fungo causador do
ergot no sorgo (Bhuiyan et al., 2003) (Tabela 01). Outras enzimas liticas como
proteases, amilases e celulases constituiram o mecanismo mais importante na
interacdo entre um isolado de T. viridae e Crinipellis perniciosa, fungo causador
da “vassoura-de-bruxa” do cacaueiro (De Marco et al., 2003).

Outros resultados promissores tém sido obtidos com Chaetomonium
globosum, um fungo ascomiceto, contra Pythium ultimum, Alternaria raphani, A.
brassicola, e Cochliobolus sativus, o teleomorfo de B. sorokiniana (Aggarwal et
al., 2004). Antifungicos produzidos por fungos filamentosos sao incomuns, com
poucos relatos na literatura, a exemplo da molécula eringina, produzida por
Pleurotus eryngii (Wang & Ng, 2004).

A rizosfera da prépria planta também contribui com populacdes de
actinomicetos. Autores como Sabaratnam & Traquair (2002) investigaram a
eficiéncia de uma cepa de Streptomyces isolada do solo e evidenciaram a

capacidade deste microrganismo em degradar polimeros complexos como
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quitina, inibindo Rhizoctonia solani em tomates. El-Tarabily et al. (2000)
encontraram resultados similares em isolados de Streptomyces e
Micromonospora contra Sclerotinia minor, também mediados por quitinases e

B-glucanases.

Tabela 01: Formulagdes comerciais de microrganismos utilizados em controle

bioldgico.

Nome cientifico Nome comercial Fabricante/fornecedor
Streptomyces griseoviridis  Mycostop® Kemira Ou
Trichoderma harzianum Trichoflow® Agrimm Technol. Ltd.
T. harzianum e T. viridae Trichopel® Agrimm Technol. Ltd.
Bacillus subtilis Kodiak Bayer

B. subtilis Subtilex Becker Underwood Inc.
B. amyloliquefaciens Bio Yield™ Helena Chemical Co.
Bacillus sp. EcoGuard™ Ecospray Ltd.

Bacillus sp. HiStick N/T Becker Underwood Inc.
Bacillus sp. Serenade Agraquest Inc.

B. thuringiensis
B. thuringiensis

Pseudomonas putida

Ecotech Pro
Dipel

BioJect Spot-Less

Eco Soil Systems
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Diversos géneros bacterianos tém sido testados em controle
bioldgico de fungos, mas aqueles dos géneros Bacillus, Pseudomonas e alguns
géneros de actinomicetos tém se mostrado os mais viaveis. Algumas
formulgdes ja existem no mercado (Tabela 01). A comercializagdo de algumas
delas, no entanto, ndo é tao difundida quanto a dos antifungicos sintéticos.

Uma vez que o antagonismo foi verificado e comprovado, o passo
seguinte constitui investigar o que de fato causa a inibicdo. Duas linhas de
evidéncia normalmente sdo empregadas: a producédo de enzimas liticas e/ou a
produgao de moléculas com atividade inibitéria.

A evidéncia da funcao dos antifungicos na supressao de doengas na
raiz, segundo Haas & Keel (2003), pode ser comprovada através da producgao
in vitro pelo microrganismo, capacidade de inibicdo do organismo
fitopatogénico in vitro, capacidade de identificacdo quimica da molécula,
possibilidade de localizagado e caracterizagdo dos 0s genes responsaveis pela
producao e regulacao da producéo e, finalmente, deteccdo dos antifungicos no
solo através de extragdo com solventes organicos.

Touré et al. (2004) observaram que o filtrado de cultivo de B. subtilis
GA1 foi efetivo contra Botrytis cinerea em experimentos in vitro. Tal atividade
foi atribuida a compostos antifungicos, uma vez que nao ocorreu contato entre
0s microrganismos. O mesmo foi observado por Shirokov et al. (2002) onde a
atividade antifungica da fragcado de baixo peso molecular derivada de cultivo do
isolado Bacillus sp. 739 foi confirmada em experimentos in vitro contra B.

sorokiniana.
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Segundo Emmert & Handelsman (1999), os antibioticos purificados
inibem diretamente o crescimento e desenvolvimento do patdégeno suprimindo
a doenga, enquanto mutantes nao produtores apresentam-se ineficientes na
sua reducdo. Em estudo visando o controle de B. cinerea Leifert et al. (1995)
sugeriram que o antagonismo exercido pelo isolado B. subtilis CL27 esteve
relacionado a producéo de antifungicos, pois cepas mutantes nao produtoras
do antimicrobiano perderam completamente a atividade antagonista e mutantes
deficientes na produgao apresentaram atividade diminuida.

Nos casos em que o composto € purificado e sua estrutura
molecular revelada, a atividade pode ser confirmada e mensurada e o sitio de
acao também pode ser deduzido. Desta forma, a habilidade de antibiéticos
derivados da iturina de aumentar a permeabilidade da membrana dos
microrganismos-alvo pode ser explicada pela formagdao de canais iGnicos
através de uma estrutura terciaria constituida pela unido entre a iturina,
fosfolipidios e esterol. O mesmo mecanismo é associado a viscosinamida,
polipeptideo ciclico produzido por Pseudomonas (Nielsen et al.,, 1999). Os
sideroforos produzidos por antagonistas estdo associados a captura de metais
como ferro e cobre inibindo os patégenos nao produtores (Duffy & Défago,
1999). A micosubtilina, polipeptideo ciclico produzido por B. subtilis, € capaz de
inibir completamente Monilinia fructicola na concentragao de 2,5ug/ml (McKeen
et al.,, 1986). Varios fungos e oomicetos do solo sdo sensiveis a kanosamina
produzida por B. cereus (Milner et al., 1996). Bernal et al. (2002) assumiram

que o antifungico produzido pelo isolado mutante de Bacillus sp. M40
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apresentou padrdes similares a iturina A, um composto antifungico cujo sitio-
alvo é a membrana plasmatica.

Outra maneira de confirmar o antagonismo é através da producgéao
de enzimas. A principal fungdo das hidrolases extracelulares bacterianas é a
liberagao de nutrientes a partir dos diferentes substratos para o suprimento das
necessidades nutricionais do microrganismo. Adicionado a isso, enzimas
excretadas sozinhas ou em associagao a outros compostos como antibiéticos
podem ser utilizadas pelo microrganismo produtor para a competicdo com
outras espécies microbianas. Essas duas fungdes das enzimas extracelulares
garantem um desempenho ecologico da cepa produtora no balango
populacional microbiano (Helisto et al., 2001).

As quitinases estdo entre as hidrolases bacterianas com maior
potencial no controle biolégico. Varios isolados de Bacillus, Paenibacillus,
Serratia e Stenotrophomonas foram investigados e tém sua capacidade
inibitéria atribuida a essa enzima. Endoquitinases excretadas pelo isolado B.
cereus YQ308 estiveram envolvidas na inibicado do crescimento de Fusarium
oxysporum e P. ultimum em estudo desenvolvido por Chang et al. (2003). El-
Tarabily et al. (2000) relacionaram a produgao de quitinase e B-glucanase por
Serratia marcescens e dois isolados de actinomicetos como o principal
mecanismo na reducdo da infeccado em alface causada por Sclerotinia minor,
uma vez que, mesmo produzindo outros metabdlitos concomitantemente a
producao enzimatica, a presenca da enzima por si so foi capaz de causar a
inibicdo do patégeno in vitro. O mesmo pbde ser observado por Singh et al.

(1999) com seis iso-enzimas, quitinases produzidas por Paenibacillus sp. 300
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contra F. oxysporum f. sp. cucumerinum. Em estudo realizado por Zhang &
Yuen (2000a) o controle exercito por filtrados de cultura de Stenotrophomonas
maltophilia C3 sobre B. sorokiniana esteve relacionado a presenca de
quitinases, p-1,3-glucanases, proteases e lipases, principalmente quando havia
pré-inducdo da produgdo enzimatica. O mesmo efeito foi comprovado em
trabalho posterior, onde quitinases termolabeis estavam envolvidas no controle
do mesmo patégeno (Zhang & Yuen, 2000b).

Uma forma de antagonismo indireto é a resisténcia induzida, um
mecanismo de controle biolégico importante envolvendo bactérias né&o
patogénicas, relacionada principalmente as rizobactérias promotoras do
crescimento aplicadas em raizes ou sementes, ou entdo a bactérias
colonizadores da filosfera que podem estar envolvidas na protecdo contra
patogenos foliares (Perelld et al., 2002). Acredita-se que a resisténcia induzida
seja ativada mais por sinais moleculares do que pela presenca das bactérias
per se, pois estudos comprovam que o0s mesmos indutores moleculares
provocam resisténcia diferenciada quando aplicados em locais distintos da
mesma planta e ainda, que nem todos os microrganismos podem levar a
protecao, mesmo estando em quantidade elevada sobre a planta (Kilic-Ekici &
Yuen, 2004). Outra forma de indugao de resisténcia € a aplicagdo de extratos
miceliais, de fungos relacionados, sobre a planta, causando um processo
inconclusivo — resisténcia ou tolerancia — mas com bons resultados de controle
(Haugaard et al., 2001).

Os estudos que investigam controle biolégico, na maioria das vezes,

deparam-se com problemas como baixa produ¢ao de metabdlitos secundarios
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em grande escala, formulacdo deficiente e alta especificidade (Spadaro &
Gullino, 2005). Misturas de diferentes espécies de antagonistas compativeis
entre si podem permitir a colonizacdo do substrato de forma mais eficiente,
melhorando a adaptabilidade as mudancas ambientais e com mecanismos de
supressao distintos, inibindo, inclusive, um maior espectro de patégenos
(Cavaglieri et al., 2005). A combinacao entre antagonistas e fungicidas para
aplicagcdo é uma alternativa para diminuir a concentracdo dos compostos
quimicos utilizados, tal como relatado por Kondoh et al. (2001), onde a
concentracdo do fungicida aplicado conjuntamente com a cepa B. subtilis
RB14-C capaz de suprimir R. solani foi cem vezes menor do que aquela
utilizada em plantagdes. Faz-se necessario, portanto, que novos estudos sejam
implementados buscando-se abordagens diferenciadas de forma a enriquecer

o conhecimento dessa area.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Microrganismos utilizados

Foram utilizados 28 isolados de Bipolaris sorokiniana de trigo
proveniente de diversas regides do Brasil, 3 isolados de B. sorokiniana isoladas
de cevada e 3 amostras provenientes do exterior, como detalhado na Tabela
02.

Como antagonistas, foram avaliados 3 isolados de Bacillus sp.,
C98017T, E164 e OR13, considerados eficientes contra os isolados de
Bipolaris sorokiniana, descrito em estudo prévio (Giraudo, 2001), sendo apenas
um selecionado para posterior caracterizagao. Estes isolados foram obtidos de
sementes de trigo aparentemente sadias, sem contaminacdo por B.

sorokiniana.

3.2. Meios de cultura para manutencao
Os fungos foram inoculados em &gar batata dextrose inclinado
(BDA) e estocados a 4°C. As bactérias foram mantidas em agar triptona de

soja inclinado (TSA) também a 4°C.



Tabela 02: Denominagao, pais de origem e fonte de indculo dos isolados de
Bipolaris sorokiniana utilizados em teste in vitro contra os isolados de Bacillus

E164, C98017T e OR13.

Isolado Procedéncia Substrato de isolamento
98003 Brasil Semente de trigo
98004 Brasil Semente de trigo
98006 Brasil Semente de trigo
98007 Brasil Semente de trigo
98010 Brasil Semente de trigo
98011 Brasil Semente de trigo
98012 Brasil Semente de trigo
98013 Brasil Semente de trigo
98014 Brasil Semente de trigo
98017 Brasil Semente de trigo
98018 Brasil Semente de trigo
98019 Brasil Semente de trigo
98021 Brasil Semente de trigo
98022 Brasil Semente de trigo
98023 Brasil Semente de trigo
98025 Brasil Semente de trigo
98026 Brasil Semente de trigo
98028 Brasil Semente de trigo

98029 Brasil Semente de trigo



98030 Brasil Semente de trigo
98031 Brasil Semente de trigo
98032 Brasil Semente de trigo
98033 Brasil Semente de trigo
98034 Brasil Semente de trigo
98041 Brasil Semente de trigo
98042 Brasil Semente de trigo
98043 Brasil Semente de trigo
1992/19 Brasil Raiz de trigo
Cev13 Brasil Semente de cevada
Cev48 Brasil Semente de cevada
Cev53 Brasil Semente de cevada
A20 Canada Nao informado
MO05 México Nao informado
NRRL Africa N&o informado

3.3 Caracterizacao dos isolados E164, C98017T e OR13

3.3.1. Testes bioquimicos

Inicialmente foi realizada coloragdao de Gram e de esporos através
da coloragao com verde malaquita, para visualizagcdo da morfologia celular e
deteccao de esporos. Foram realizados os testes de comportamento fisiolégico

frente a presenga ou auséncia de oxigénio, como atividade catalase, que



detecta a enzima capaz de degradas radicais peroxidos resultantes da
respiracdo aerobia, crescimento em anaerobiose, testes de oxidagcdo e
fermentacdo de glicose em condicbes de aerobiose e anaerobiose. Para a
assimilagao de carboidratos foram realizados os testes de vermelho de metila
para a detecgdo da producdo de grandes quantidades de acidos a partir da
fermentacdo da glicose; Voges-Proskauer para a detecgdo da producido de
moléculas neutras a partir da fermentacdo da glicose; hidrélise do amido
através da produgao da enzima amilase; e assimilacdo de carbono a partir de
fontes simples, entre elas hexoses, citrato e manitol, pentoses, arabinose e
xilose, esculina (glicosideo) e lecitina (fosfolipidio). Para assimilacdo de fontes
de nitrogénio foram utilizados os testes com uréia, deaminagao da fenilalanina,
liberacao de indol a partir do triptofano e liberacéo de gas sulfidrico a partir do
catabolismo anaerdbio de aminoacidos sulfurados como metionina, cisteina e
cistina. Como fontes complexas foram testadas a gelatina, cuja molécula
nitrogenada é o colageno e a caseina, um polipeptideo isento de residuos de
enxofre. Também foi analisada a capacidade dos microrganismos em
utilizarem o nitrogénio como aceptor final de elétrons, demonstrando a
respiracao anaerobia, e o crescimento em meio com alta osmolaridade (cloreto
de sédio a 5, 7 e 10%), e em condigbes de altas temperaturas (55,0°C). Para a

identificacdo foram utilizadas as chaves descritas em Sneath et al. (1986).



3.4. Atividade enzimatica especifica do antagonista

3.4.1. Atividade proteolitica
Para a verificagao da excrecao de proteases foi utilizado o meio agar
leite, preparado segundo Nielsen & Sgrensen (1997). Os halos de degradagao

da caseina foram verificados apos cinco dias de incubagao a 30°C.

3.4.2. Atividade lipolitica

Verificou-se a atividade das lipases através da degradacao de dleo
de oliva em agar nutriente utilizando a Rodamina B como indicador, conforme
descrito por Kouker & Jaeger (1987). O ¢6leo de oliva foi esterilizado por
filtracao (Milipore, 0,45um) e adicionado ao meio esterilizado com a Rodamina
B. A degradacéo foi revelada através de exposicao a luz ultravioleta A (365nm)
apos 24 horas de incubagdao a 37°C. Inocularam-se na mesma placa uma
linhagem de Serratia marcescens (lipase positiva) e uma de Escherichia coli

(lipase negativa) como testemunha.

3.5. Controle in vitro

3.5.1.1. In6culo fungico

Os isolados de B. sorokiniana foram inoculados em placas com BDA
por 7 dias a 25°C = 2°C e fotoperiodo de 12 horas. 3mL de solucdo salina
0,85% foram vertidos sobre cada uma das col6nias e os esporos removidos

com auxilio de uma alga de Drigalski. A suspensao foi coletada e transferida



para um tubo estéril. A contagem de conidios foi realizada em camara de
Neubauer e a concentragao ajustada para 5 x 10® conidios/mL. Um mL dessa
suspensao foi adicionado a 99mL de BDA estéril a 45°C (proporgéao de 1:100

segundo Leifert et al., 1995) homogeneizado e vertido em placa.

3.5.1.2. Ensaio de antagonismo

Cada uma das cepas bacterianas foi inoculada em picada com o
auxilio de uma agulha em 4 pontos de cada placa previamente preparada com
0 in6culo fungico. Os halos de inibicao foram medidos apds cinco dias de

incubacao a 25°C + 2°C com fotoperiodo de 12 horas.

3.5.1.3. Ensaio de inibi¢cdo de germinacdo dos conidios

Este experimento foi adaptado de Lorito et al. (1993). As culturas de
24 horas em caldo ftriptona de soja dos isolados bacterianos foram
centrifugadas a 10.000 rpm por 8 minutos e cada sobrenadante coletado. Uma
suspensao conidial dos isolados 98017, 98031, 98032 e 1992/19 de B.
sorokiniana foi obtida como descrito no item 3.5.1.1. Para o ensaio, a mesma
proporcao de caldo batata dextrose concentrado 3 vezes, suspensao de
conidios e sobrenadante foram depositadas em microtubos de 1,5mL. Nas
testemunhas o sobrenadante foi substituido por salina 0,85%. Os conidios
foram coletados apds incubacao por 22 e 28 horas e 25°C + 2°C, e apos
corados com azul de lactofenol sobre lamina, observados ao microscoépio
optico. Foi considerada como germinagao positiva aquela em que a proje¢cao

linear da hifa ultrapassou o comprimento do conidio.



3.5.2. Producéo do filtrado

O isolado que apresentou maior atividade in vitro (placas) contra B.
sorokiniana foi inoculado em 100 mL de caldo triptona de soja (TSB), caldo
extrato de malte (EM) e em caldo peptonado adicionado de palha de milho
(PM, peptona de soja 15g/L; cloreto de sdédio 1g/L; dextrose 2g/L; extrato de
levedura 5g/L; palha de milho 5g/L). Apés incubagao a 37°C por 48 horas com
agitacao de 180 rpm, os meios foram centrifugados a 8000 rpm por 10 minutos
e 0s sobrenadantes filtrados via membrana Milipore 0,22um. Aliquotas de 50uL
de cada filtrado e dos meios puros foram pipetados para pogos de 5mm de
diametro, perfurados em placas com agar batata dextrose contendo
previamente o indculo fungico de cada um dos isolados 98017, 98022, 98025,
98042 e 1992/19. A medigao dos halos de inibi¢cao foi realizada apds cinco dias
de incubagao a 25°C + 2°C. O ensaio foi feito em duplicata e repetido trés

vezes.

3.5.2.1. Determinacdo da concentracdo minima inibitéria do
filtrado

Para este ensaio foram selecionados os isolados 98017, 98022,
98025, 98031, 98042 e 1992/19 de B. sorokiniana. O filtrado preparado como
descrito anteriormente foi diluido 5, 10, 25 e 50 vezes em meio TSB estéril. O
filtrado de cada diluigcao, o filtrado puro e o TSB estéril usado como testemunha

foram pipetados em volumes iguais ao descrito anteriormente.



3.5.2.2. Concentracdao e purificagao do filtrado

O filtrado produzido em meio TSB como descrito no item 3.5.2 foi
submetido a ultrafiltragdo em membrana de 10kDa. Tanto o retentato quanto o
ultrafiltrado foram novamente esterilizados por filtracao e testados em placa

para detectar em qual das aliquotas permaneceu o complexo ativo.

3.6. Controle in vivo

3.6.1. Producdo de indculo bacteriano

Para a realizacdo do experimento in vivo, foi preparado um in6culo
do isolado antagonista em 100mL de TSB. Esse material foi incubado a 37°C
por 48 horas em agitagdo. A cultura foi centrifugada e coletadas as células
sedimentadas. A quantificacdo do inoculo foi padronizada para 108 células por

mL de agua destilada estéril através da escala McFarland.

3.6.2. Producéo do in6culo fungico

O isolado 98031 foi inoculado em placas contendo BDA e incubado
por seis dias em estufa a 25°C. 10mL de agua destilada estéril foram vertidos
sobre as coldnias e os esporos removidos com auxilio de alga de Drigalski. A
suspensdo foi coletada e transferida para um frasco estéril e diluida até

obtenc&o do inoculo de 10° células por mL.



3.6.3. Sementes de trigo sadias

Para o ensaio in vivo foram utilizadas sementes de trigo da cultivar
209, cedidas pela EMBRAPA Trigo de Passo Fundo, RS, Brasil, livre de
contaminagao por B. sorokiniana e sem prévio tratamento com antifungicos.
Uma amostra de sementes foi aplicada a placas contendo meio BDA e a
populagao fungica presente foi isolada e identificada através de microcultivo e

observacgao microscopica dos corpos de frutificacao.

3.6.4. Substrato para o cultivo do trigo

Como substrato para o cultivo do trigo foi utilizada uma mistura de
areia média lavada mais vermiculita expandida fina (1:1). A mistura foi
acondicionada em pacotes e esterilizada em autoclave (121°C, 1atm) por uma
hora em duas etapas intercaladas por 24 horas. Apds, foi colocada em potes
plasticos com capacidade de um litro, previamente lavados com solugao de
hipoclorito de sodio 2,5% diluido em agua (1:250). Cada pote foi preenchido
com cerca de 3/5 de sua altura com o substrato e 80mL de uma solugédo de
NPK 30:10:10 mais microminerais foram adicionados a cada pote no 14° dia

apos o plantio.

3.6.5. Ensaio in vivo

No ensaio in vivo foram realizados trés tratamentos: um controle
negativo, cujas sementes de trigo foram plantadas sem contaminagéo prévia,
um controle positivo, onde as sementes foram inoculadas apenas com o fungo,

e 0 ensaio propriamente dito, onde as sementes contaminadas com o fungo
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foram plantadas no solo inoculado com o antagonista. As sementes utilizadas
como controle positivo e as do ensaio foram tratadas com 10uL de uma
suspens3o de 10° conidios/mL de esporos do isolado 98031 de B. sorokiniana.
As sementes utilizadas como controle negativo foram incubadas nas mesmas
condicbes mas sem o inéculo fungico. Todas as sementes foram mantidas em
camara umida (placa com algodao umedecido com agua destilada) por cinco
dias a 25°C para promover a germinagao dos esporos. Foram plantadas 24
sementes para cada tratamento, divididas em 4 sementes por pote. Nos potes
para o ensaio de antagonismo foi adicionado ao solo durante o preparo 20mL
de solugao com células bacterianas descrita no item 3.6.1. Os potes foram
incubados em germinador a 20°C com fotoperiodo de 14 horas e irrigados
periodicamente com agua destilada.

Apods o periodo de 21 dias as plantas foram coletadas e o solo da
rizosfera removido por enxaglie com agua destilada estéril. Apds, avaliou-se o
comprimento e a presenca de lesbes caracteristicas e outros sintomas na

segunda folha das plantas e nas raizes.

3.6.6. Analise das raizes

As raizes analisadas incluiram uma amostragem de 10 raizes do
controle negativo, 10 do controle positivo e as 6 plantas que cresceram nos
potes do ensaio de antagonismo foram cortadas em duas partes sendo uma
inoculada em meio BDA para confirmar a presenca de B. sorokiniana e a outra
clarificada através do método modificado de Philip & Hayman (1970) para

visualizagdo das células vegetais. Para tal, cada parte de raiz obtida foi
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identificada e acondicionada em tubo préprio contendo KOH 10% em banho de
agua a 100°C por 15 minutos. Apos duas lavagens em agua destilada, as
raizes foram estocadas em solugdo FAA 50% (mistura de cloroférmio 10%,
acido acético e etanol 50%, 1:1:18) para posterior analise em microscépio. No
microscopio foram visualizadas a presenga de esporos na raiz € na bainha
(cerca de 1,5 centimetros acima da raiz) e a presenca de outras estruturas
como picnidios, esporos de outros fungos e micorrizas. Para coloragcao foi
utilizada uma mistura de acido acético 1M, glicerina e agua (1:1:1) adicionada

de azul de toluidina perfazendo a concentragéo final de 0,05%.

3.7. Propriedades quimicas e fisicas do filtrado antifungico

3.7.1. Estabilidade térmica do filtrado antifungico

3.7.1.1. Refrigeracao

O filtrado preparado como descrito foi submetido a refrigeracai (4°C)
e ao congelamento (<10°C) por 5, 7, 14 e 20 dias. Apos este tratamento foi
testada a atividade como descrito no item 3.5.2. Os tratamentos foram testados

com os isolados 98017, 98022, 98025, 98042 e 1992/19.

3.7.1.2. Aquecimento
As aliquotas de 1mL do filtrado foram submetidas ao aquecimento
em banho de agua em temperaturas de 50°C a 100°C (em intervalos de 10°C)

por 30, 60 e 90 minutos. Apds o tratamento foi realizado o procedimento
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descrito no item 3.5.2. Os tratamentos do filtrado foram testados com os

mesmos isolados do item 3.7.1.1.

3.7.2. Estabilidade iénica do filtrado antifungico

Para a analise da estabilidade iénica do filtrado foram preparados
tampdes em caldo batata dextrose (BD). As solugdes de sais, acidos e bases
utilizados foram preparados segundo Assumpcao (1968). Na faixa de pH de 4 a
8 foi utilizado fosfato dissédico tamponado com acido citrico e para a faixa de 9
e 10 utilizou-se o0 mesmo sal tamponado com hidroxido de sodio. Aliquotas de
4mL de cada tampéo foram adicionadas a tubos de ensaio, sendo dois tubos
para o teste com o composto, e dois tubos foram utilizados como testemunha.
Um volume de 0,9mL do filtrado foi adicionado aos dois tubos de teste e a
mesma quantidade de TSB foi adicionada aos tubos da testemunha. Um
volume de 0,1mL de suspenséo de esporos de 10° conidios/mL foi adicionada
a todos os tubos e estes foram incubados em estufa a 25°C por 10 dias. A
biomassa resultante do crescimento de cada tubo foi filtrada em papel filtro e
secada em estufa a 80°C. Realizaram-se pesagens intercaladas com o

processo de secagem até a estabilizacdo do peso de massa seca.

3.8. Analise estatistica

Para a comparagao dos resultados obtidos sobre a inibicao do fungo
in vitro, bem como para avaliar a atividade do filtrado antifungico apos
diferentes tratamentos utilizou-se o teste de andlise de variancia (ANOVA).

Para comparagdes cruzadas entre as amostras, em cada tratamento, o teste
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de Scheffe foi utilizado. O nivel de significancia estipulado foi de 95% para
ambos os testes. Os testes foram realizados através do programa Analyse-it +

General 1.73 para Microsoft Exel.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Identificagdo dos isolados bacterianos

Os trés isolados bacterianos utilizados no presente estudo
pertencem ao género Bacillus e caracterizados pela morfologia como bastonete
Gram-positivos formadores de enddsporos. As bactérias do género Clostridium
também apresentam estas caracteristicas, e diferem das primeiras pela maioria
delas ser anaerdbia estrita e ndo produzir a enzima catalase, a qual €&
responsavel pela captura de atomos de oxigénio ionizados liberados pela cisdo
da molécula de peroxido e esta presente na membrana dos microrganismos
aerobios (McFaddin, 2000).

Os isolados E164 e C98017T foram identificados Bacillus firmus, um
fato relevante em se tratando de controle biolégico, uma vez que outras
espécies deste género foram mais utilizadas como cepas antagonistas. Um
caso € o da espécie Bacillus subtilis, microrganismo comum na rizosfera de
cereais e que pode ser facilmente investigado quanto ao potencial inibitério e
producdo de antibidticos in vitro contra fungos fitopatogénicos e bactérias
patogénicas (Fdldes et al., 2000). Muitos isolados dessa espécie também sao
produtores de sideroforos e exoenzimas liticas (Marten et al., 2000). As

formulacbes ja comercializadas com esse microrganismo sao eficazes na



15

protecao contra Fusarium e Rhizoctonia (Tabela 01), além de estimularem o

crescimento das plantas (Emmert & Handelsman, 1999).

Tabela 03: Comportamento fisiolégico dos isolados E164, C98017T e OR13

frente aos testes bioquimicos de identificagdo segundo Sneath et al. (1986).

Isolado Isolado
Caracteristica Isolado E164

C98017T OR13
Catalase + + +
Crescimento em anaerobiose - - -
Vermelho de metila - - -
Voges-Proskauer - - -
Utilizacao de citrato - - -
Formacgao de indol - - -
H2S - - -
Motilidade + + +
Hidrolise de caseina + + +
Hidrolise de amido + + +
Liquefacao de gelatina + + +
Fenilalanina deaminase - - -
Reducao de nitrato - + +
Oxidacao - + +
Fermentagao + + +

Crescimento em diferentes fontes de carbono
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Esculina + + +
Arabinose - - -
Manitol’ ; ; ]
Xilose - - -
Condigdes de crescimento

Temperatura <55°C <55°C >55°C

Tolerancia a NaCl 7% 7% 7%

' A Unica prova bioquimica ndo confirmada em todas as realizadas foi a de
crescimento em manitol, na qual para a espécie B. firmus o resultado deveria

ser positivo.

A outra cepa foi identificada como B. stearothermophyllus, a qual
tem capacidade de crescer em temperaturas elevadas, o que lhe garante a
ocupacado de nichos diferenciados, comparado as outras espécies desse
género. O teste de amplificagdo da sequéncia do DNA codificador da regiao
16S do ribossomo bacteriano sera necessario para confirmar as espécies uma
vez que muitas delas estdo sendo classificadas em novos géneros como

Paenibacillus e Brevibacillus.

4.2. Controle in vitro

4.2.1. Triagem do isolado bacteriano

Os trés isolados de Bacillus utilizados na triagem apresentaram

diferenga significativa na atividade inibidora (Tabela 04), pois todos foram
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capazes de inibir o crescimento dos isolados do fungo no entorno da colénia.
No entanto, apesar de a bactéria e o fungo estarem presentes, foi possivel
observar que a inibicdo resultou da excrecdo de metabdlitos e ndo da
competicdo espacial, pois o fungo foi incapaz de desenvolver hifas no entorno
das colbnias bacterianas e sob elas no agar.

Muitos isolados deste género tém sido investigados quanto ao seu
potencial de uso no controle biologico através da produgdo de metabdlitos
inibitérios. Touré et al. (2004) observaram inibicdo do crescimento micelial
acima de 45% através do antagonismo entre um isolado de B. subtilis contra
diversos fungos fitopatogénicos no solo, como Fusarium spp., Pythium ultimum,
Rhizoctonia solani e Rhizopus sp., sendo que esta atividade foi atribuida pelos
autores a producdo de lipopeptideos. Ademais, muitos dos compostos
produzidos por B. subtilis sdo de natureza polipeptidica, tais como a eumycina
e iturinas (McKeen et al., 1986). Handelsman & Stabb (1996) estudando a agao
de B. cereus UWS85 observaram que a supressdo de doengas causadas por
oomicetos esteve relacionada aos antibidticos zwittermicina A e kanosamina
produzidos pela bactéria.

E comum que bactérias investigadas para controle biolégico
excretem mais de um antimicrobiano ao mesmo tempo (Handelsman & Stabb,
1996), e, portanto, cada cepa pode ter atividades sobre estruturas distintas do
fungo. Assim, apesar da eficiéncia inibitoria diferencial entre os isolados
bacterianos neste trabalho a escolha do isolado E164 para os testes
posteriores foi aleatdria, mesmo apresentando atividade similar a do isolado

C98017T.
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Tabela 04: Analise de variancia entre os halos de inibigdo obtidos a partir de
antagonismo in vitro entre os isolados bacterianos E164, C98017T e OR13 e

34 isolados de B. sorokiniana’

Fonte de variagao SSq DF MSq F p
Isolados bacterianos (I1B) 25,32 2 12,66 23,58 <0,0001
Isolados fungicos (IF) 158,54 33 5,87 1,94 <0,0001
IB x IF 71,89 66 1,33 3,63 <0,0001
Halos 164,32 372 0,54

Total 348,18 407

' 8Sq = soma dos quadrados; DF = graus de liberdade; MSq = média dos

quadrados (n = 408).

Quando analisados individualmente os isolados bacterianos
exerceram antagonismo diferenciado sobre cada isolado de B. sorokiniana.
Comparando-se os contrastes dos halos obtidos através do teste de Scheffe
(p<0,0001) o isolado C98017T apresentou atividade inibitéria superior nos
isolados 98031, CEV53 e 1992/19; em relacdo ao isolado OR13 a atividade foi
maior sobre 98013 e 98043; para o isolado E164 a maior atividade ocorreu
sobre 98007, 98010, 98012, 98013, 98014, 98030, CEV48 e Can13. Diferencas
significativas entre os halos de inibicdo também foram observadas entre os
isolados fungicos confrontados pelo isolado OR13 (Tabela 05) enquanto o
mesmo nao pbdde ser observado nos halos obtidos pelos isolados E164 e

C98017T, os quais apresentaram homogeneidade na inibi¢ao.
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Tabela 05: Contraste entre os diametros de halos obtidos a partir do teste de

inibicdo in vitro exercido pelo isolado OR13 sobre 34 isolados de B.

sorokiniana'
S 8 2 55z 2 8 8 8¢
£ 8 8 8 8 8 8 8 8 g &
98004 X
98006 X
98013 X X X X X X X X X X
98017 X X X
98029 X X X X X X X X X X
98041 X X X X X X
98042 X
98043 X
NRRL X X X X X X X X X X X
MEX05 x X X X X X X X X X X
92/19 X

'Isolados constantes na primeira coluna apresentaram halo de inibigao
significativamente maior que os constantes na primeira linha (Teste de Scheffe:
F=17,67; p <0,0001; n = 136). Foram apresentados apenas os isolados que

apresentaram diferengas significativas entre si.

As diferentes suscetibilidades de cada isolado do fungo frente as
bactérias antagonistas podem se dever a producédo diferencial de metabdlitos

inibitorios pelas bactérias. Os mecanismos de resisténcia ou de resiliéncia do
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préprio fungo, como apresentado na Tabela 05, também devem estar
envolvidos, uma vez que cada isolado do fungo pode responder de forma
distinta a um mesmo isolado bacteriano. Do ponto de vista do controle
bioldgico de fungos é importante que a produgao de antifungicos seja alta e ao
mesmo tempo iniba o maior numero de patdogenos, uma caracteristica
apresentada pelos isolados E164 e C98017T.

Outros microrganismos extensamente investigados quanto a
capacidade antagonista sdo aqueles do género Pseudomonas. Isolados
bacterianos desse género utilizados em controle biolégico tém recebido
atencdo pelo fato de apresentarem um rapido crescimento in vitro e facil
manipulacdo genética (Haas & Keel, 2003). Entre os principais metabdlitos
produzidos por Pseudomonas estdo os antifungicos peptidicos com
propriedades surfactantes como a viscosinamida (Nielsen et al., 1999), o gas
hidrocianeto, os antibioticos floroglucinéis, fenazinas, pioluteorina e pirrolnitrina
(Haas & Keel, 2003) além de sideréforos, entre eles o acido salicilico, a
pioverdina e a pioquelina, que quelam ferro e outros metais e contribuem para
a supressdo da doenca conferindo uma vantagem competitiva para os
microrganismos produtores causando uma supressao ainda maior desses
elementos essenciais ja limitados em ambientes naturais (Duffy & Défago,
1999).

A biossintese de antibiéticos é controlada por sistemas regulatorios
que coordenam os processos metabdlicos durante o crescimento em resposta
as mudangas no ambiente. As caracteristicas dessas redes regulatérias

ubiquas sao conservadas entre as bactérias, mas a sua organizagao
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hierarquica e a complexidade nado foram bem elucidadas. Assim, alguns
mecanismos amplos parecem ativar a produgdo de todos os antibitticos ja
estudados, enquanto outros podem influenciar de forma distinta rotas

biossintéticas individuais (Thomashow, 1996).

4.2.2. Crescimento bacteriano em meio liquido

A producao do filtrado com atividade antifungica foi obtida através do
crescimento do isolado E164 por 48 horas em caldo triptona de soja. O controle
in vitro do filtrado de cultura do isolado E164 foi investigado utilizando-se a
excregao dos produtos do metabolismo bacteriano em meio liquido sem a
presenca do fungo como indutor. O filtrado foi testado em placas como descrito
no item 3.5.2 e a formacao de halos foi observada. Esse resultado € compativel
com o observado por Leifert et al. (1995), onde o caldo fermentado por B.
subtilis foi capaz de prevenir o desenvolvimento de Botrytis cinerea, mesmo
sem a presenga das células bacterianas. A acédo primaria de antibidticos tem
sido associada a inibicado da germinagao dos esporos ou desenvolvimento do
tubo germinativo e a eficacia do controle biolégico in vivo esta relacionada a
capacidade do isolado em inibir o patégeno nas fases iniciais de penetragdao do
hospedeiro (Zhang & Yuen, 1999). No entanto, a zona de inibicdo no ensaio
em placas permaneceu apos trés semanas de incubacao, resultado compativel
ao observado por McKeen et al. (1986), revelando a capacidade do filtrado em
agir também sobre hifas adultas.

Quando foi comparada a produgdo de metabdlitos antifungicos em

meios de cultura contendo outras fontes de carbono como a maltose presente
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no extrato de malte, a diferenca de producdo foi significativamente menor

daquela obtida em TSB e em meio com palha de milho (Tabela 06).

Tabela 06: Analise de variancia entre os halos de inibigdo obtidos nos ensaios
in vitro entre os filtrados de cultivo do isolado Bacillus E164 crescido em caldo

triptona de soja, palha de milho e extrato de malte sobre cinco isolados de B.

sorokiniana'

Fonte de variagao SSq DF MSq F p
Entre os meios 1,66 2 0,83 10,29 0,0002
Entre os halos 4,04 50 0,081

Total 5,07 52

" notar = 53; triptona de soja n = 23; extrato de malte n = 13; palha de milho n =
17. SSq = soma dos quadrados; DF = graus de liberdade; MSq = média dos

quadrados

Contrastando os trés meios de cultivo utilizados foi observada
diferenca significativa entre halos de inibi¢cao de filtrados de cultivo em palha de
milho/caldo triptona de soja e extrato de malte.

O cultivo do isolado em meios contendo fontes complexas de
carbono visou investigar se substratos que ja faziam parte da biota natural do
microrganismo, como a maltose e o gluten presentes no extrato de malte e nas
sementes e o material foliar como a palha de milho, poderiam surtir efeito sobre

a producao do metabdlito, a exemplo de Milner et al. (1996), onde a produgao
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de kanosamina por B. cereus UWS85 foi aumentada pelos metabdlitos
secretados por sementes de alfafa e pela presenga de ferro. Grandes
diferengas na inibicdo foram observadas por Czaczyk et al. (2000) quando
comparados os meios de extrato de cenoura, batata e ervilhas com o caldo
nutriente. Resultado similar foi observado por Nilsen et al. (1999), onde a
concentracao de viscosinamida produzida por Pseudomonas fluorescens DR54
divergiu entre os meios com glicose, sacarose e amido, apesar de a produg¢ao
da molécula estar mais associada a fase logaritmica de proliferacdo celular do
que a fonte de carbono.

Em diversos casos a presenca de carbono em excesso pode
interferir nas rotas de formacdo de metabdlitos secundarios (Moat & Foster,
1995). Bernal et al. (2002) observaram que a sintese de antibidtico estava
aumentada quando um isolado de Bacillus mutante foi crescido em meio
contendo manitol como fonte de carbono, diferente da glicose, que reprimiu o
catabolismo, e consequentemente o metabolismo secundario. As altas
concentracdes de glicose no meio agar batata dextrose reprimiram a sintese de
mananase e celulase por B. pumilus, em estudo realizado por Nielsen &
Sorensen (1997). Em alguns casos, a suplementacdo do meio com
concentracdes diferenciadas de sais pode levar a indugdo da expressao de
determinados compostos, demonstrado por Duffy & Défago (1999), onde a
producado dos antibidticos floroglucinol e pioluteorina por P. fluorescens foi
estimulada pela suplementacdo do meio com sais de zinco, molibdénio e
cobalto. Deve-se considerar que a sintese de antibidticos esta intimamente

relacionada ao estado metabdlico geral da célula que por sua vez é definido
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pela viabilidade de nutrientes e outros estimulos do ambiente (Tomashow,

1996).

4.2.3. Concentragcdo minima inibitéria

A concentracao inibitéria minima do filtrado foi observada até a
diluicdo de dez vezes, podendo significar que mesmo nao sendo purificado sua
atividade inibitéria € alta. Algumas moléculas inibitérias mesmo em baixas
concentragbes podem causar efeitos fisiolégicos profundos nos organismos-
alvo sem inibir o seu crescimento. Nesses casos, a excre¢do da molécula
inibitéria pode servir mais como um sinal ou uma forma defesa do que como
um ataque, a exemplo de antibiéticos produzidos pelo isolado de P. fluorescens
CHAO, os quais reprimem a producado de enzimas liticas por mixobactérias,
protegendo o proprio produtor da lise (Haas & Keel, 2003).

A Figura 1 apresenta o aspecto geral do crescimento do fungo no
agar batata dextrose na presencga de diferentes diluicdes do filtrado obtido a
partir do cultivo do isolado bacteriano E164 em caldo triptona de soja (dados

nao apresentados).
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Figura 01: Halos de inibigdo produzidos pelo filtrado de cultura de Bacillus
E164 diluido 10, 25, 50, 100, 250, 500 e 1000 vezes contra o isolado 1992/19
de B. sorokiniana apos 5 dias de incubacgao a 25°C + 2°C com fotoperiodo de

12 horas.

4.2.4. Inibicao de germinacao dos conidios

A inibicdo sobre a germinagdo dos conidios foi analisada apés 28
horas de incubagao, uma vez que nao houve germinagéao apos 22 horas.

Os efeitos dos sobrenadantes dos trés isolados bacterianos sobre a
hifa em crescimento foram similares. Observaram-se intensa vacuolizagcado do
citoplasma, alteracdo morfolégica do tubo germinativo, formagdo de micélio
anormal e lise parcial dos conidios (Figura 02). O mesmo efeito foi constatado
por Shirokov et al. (2002) em antagonismo entre Bacillus sp. e B. sorokiniana e
por Perell et al. (2002) em antagonismo entre Chaetomonium globosum e B.

sorokiniana. Nestes casos o0s autores apenas descrevem as alteracbes
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morfolégicas sem analisar, no entanto, os possiveis sitios-alvo dos metabdlitos

utilizados nos referidos estudos.

E=-. | o
o .. A
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Figura 02: conidios de B. sorokiniana apos 28 horas de crescimento - (A)

isolado 98017 sem contato com o sobrenadante de Bacillus E164; (B) 98017

em contato com o sobrenadante de Bacillus E164.

No presente trabalho, tal alteracdo pode ser atribuida a formagao
defeituosa da parede celular. Porém uma melhor caracterizacdo deve ser
realizada a fim de elucidar em qual etapa da sintese da parede celular a
interferéncia ocorre, pois diversas enzimas estdo envolvidas nesse processo

(Carlile & Watkinson, 1996).

4.3. Atividade enzimética

O isolado E164 apresentou atividade de caseinolitica e lipolitica. A
investigacédo da produgéo de enzimas liticas como fonte de antagonismo visa o
controle biolégico baseado na predagédo. Nesses casos, ocorre a degradagao
da parte estrutural do organismo-alvo como a parede e a membrana. A

caseina, uma proteina fosfatada presente no leite que ndo contém residuos de



27

cistina e cisteina com um baixo grau de dobramento, € bastante suscetivel ao
ataque de proteases (Leninger, 1986). Como a enzima caseinase a excregao
de outras proteases tem se mostrado um fator importante na inibicdo de
patdogenos e que, conjuntamente com quitinases ou isoladamente, sao capazes
de causar alteragdes estruturais na parede fungica (De Marco & Felix, 2002).

A atividade lipolitica foi observada através da observacdo de
fluorescéncia laranja quando a placa era posicionada sob luz ultravioleta
(365nm). Os testes para a verificagao de atividade lipolitica empregam a gema
do ovo ou detergentes como substrato. No entanto, tais substratos sao
inadequados para a detecgao de lipases propriamente ditas (triacilglicerol acil-
hidrolases), pois a gema é substrato para fosfolipases e os detergentes sao
capazes de detectar atividade de esterase. A trioleina contida no 6leo de oliva
permite ndo sO6 a deteccdo da atividade lipolitica, mas também sua
quantificacdo (Kouker & Jaeger, 1987).

Pouca literatura evidencia o papel de lipases no controle biologico. A
parede fungica contém lipidios e proteinas, de forma que o antagonista deve
produzir lipases e proteases que tenham atividade sobre essa estrutura (De
Marco et al., 2003). Foi observado que a excregcao de tais enzimas € intensa
quando o substrato contém micélio, diferente de quando ha uma prévia
purificacdo da parede ou utiliza-se quitina coloidal, onde claramente ocorre
apenas a excrecdo de enzimas especificas, como quitinases, quitosanases e
laminariases (Helistd et al., 2001). Neste trabalho a atividade quitinase nao

pdde ser investigada pela falta de substrato.
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A atividade enzimatica € uma caracteristica vantajosa na escolha de
um agente de controle biolégico. Uma maior variedade de enzimas liticas
produzidas significa espectro da agcao mais amplo (Nielsen & Saresnsen,
1997), e também menor possibilidade de selecdo de microrganismos
resistentes (Handelsman & Stabb, 1996). Quitinases, quitosanases e
glucanases estao entre as enzimas mais investigadas com finalidade de
substituir defensivos quimicos, com desempenho comprovado em exemplares
dos géneros bacterianos Bacillus e Paenibacillus (Nielsen & sorensen, 1997). A
producao e excregcao de enzimas liticas, como quitinases, foi o principal fator
isolado de Bacillus cereus (Chang et al.,, 2003). O mesmo mecanismo pode
estar relacionado ao antagonismo de B. pumilus a Aphanomyces cochleoides,
P. ultimum e R. solani, mas os autores nao excluem a presencga de antibiéticos
agindo sinergicamente as enzimas (Nielsen & Sgrensen, 1997). A inibicao do
crescimento de F. oxysporum e P. ultimum péde ser atribuida a agao de
endoquitinases de B. cereus YQ308, em trabalho realizado por Chang et al.

(2003).

4.4. Propriedades do filtrado

4.4.1. Temperatura
O filtrado com capacidade inibitéria apresentou comportamento
diferenciado frente aos tratamentos. Nenhuma das temperaturas utilizadas no

aquecimento, mesmo por diferentes periodos, foi significativamente mais eficaz
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que o controle. Um decréscimo significativo de atividade foi observado apés o
tratamento do filtrado a 100°C (F = 11,7; p <0,0001; n = 42), quando
comparado a testemunha e as outras temperaturas. Deve-se considerar, no
entanto, que mesmo apo6s a fervura por 90 minutos o filtrado ainda possuia
atividade inibitéria residual, com cerca de 30% de atenuagdo em relagdo aos

outros tratamentos (Figura 03).

1,5 4

Halo de inibicao (cm)
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@30 =260 @9 OT
Figura 03: Halo de inibicao resultante da agao do filtrado antifungico produzido
pelo isolado E164 contra o isolado 98031 de B. sorokiniana em placa, apos o
tratamento térmico do filtrado por 30, 60 e 90 minutos. T = testemunha,

temperatura ambiente (25°C).

Este resultado difere daquele encontrado por Shirokov et al. (2002),
onde ja a 70°C ocorreu perda de 60% da atividade do filtrado, provavelmente
devido a alteracdo conformacional das moléculas. No entanto, dependendo do

tamanho e estrutura o composto pode ser altamente resistente ao tratamento
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com temperatura elevada, como exposto por Bernal et al. (2002), onde
nenhuma alteragdo sobre a atividade inibitéria foi percebida nos tratamentos
por 20 minutos a 20°C, 50°C e mesmo apos autoclavagao (121°C, 1 atm), uma
caracteristica das iturinas produzidas por espécies de Bacillus.

Quanto ao congelamento e refrigeragdo, nenhuma alteragdo péde
ser observada apos 21 dias. Diferente do aquecimento, resultante do aumento
de colisbes entre as moléculas bem como o enfraquecimento de ligagcbes e
interagcdes entre os atomos levando a desnaturacdo, o congelamento pode
causar a precipitagdo de algumas proteinas, mas uma vez retornando ao

estado liquido, as mesmas sao capazes de retomar a atividade.

4.4.2. Estabilidade i6nica

Observou-se que a alcalinizagdo do pH causou um decréscimo na
aquisicdo de massa micelial. A mesma curva foi observada na presenga do
filtrado, diluido em cinco vezes de sua concentragao inicial (Figura 04).

As faixas de pH que apresentaram diferenga significativa entre o
peso de massa seca obtido do controle e do tratamento foram 5, 6, 8 e 10 (F =
4118,3; p < 0,0001; n = 28). Diferente do teste de temperatura, o teste de
estabilidade ibnica foi realizado em meio liquido tamponado, uma vez que a
unica maneira de perceber a atividade € através do crescimento do fungo.
Assim, nos tubos controle, além de o fungo crescer sem o filtrado, foi
necessario que se soubesse até que ponto o proprio pH, e ndo o filtrado inibiria

seu desenvolvimento.
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Figura 04: Massa micelial seca obtida a partir do crescimento do isolado 98031
de B. sorokiniana em caldos batata dextrose acidificados e alcalinizados com

(*) e sem (O) o filtrado de cultura do isolado E164.

Mesmo ocorrendo inibicao significativamente maior pelo filtrado em
algumas faixas de pH, deve-se considerar que a inibigdo ocorreu ao longo de
todo o gradiente acido-base. Em pH alcalino, o efeito antifungico relevante
pode estar relacionado a um sinergismo entre o filtrado inibitério e o pH

desfavoravel ao fungo e ndo a uma melhor atividade do filtrado em si.

4.5. Controle in vivo
No aspecto geral, as plantas cujo substrato foi inoculado o
antagonista apresentaram maior quantidade de folhas, e raizes mais espessas

diferindo dos controles (Figura 05 A, B e C).
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Figura 05: Exemplares de cultivar 209 de trigo apds 21 dias de crescimento em
germinador. A- individuos livres de contaminagdo plantados em substrato

estéril; B- individuos contaminados com B. sorokiniana 98031 plantados em
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substrato inoculado com o isolado Bacillus E164; C- individuos contaminados
com B. sorokiniana 98031 plantados em substrato estéril. Barra = 13cm.

As plantas tratadas com a bactéria apresentaram raizes
significativamente menores que aquelas sujeitas a infecgao pelo fungo e as
nao contaminadas (Figura 06). O comprimento das folhas foi igual entre os trés
tratamentos. Dentre as 44 folhas analisadas em lupa, apenas trés
apresentaram lesao caracteristica, sendo uma com 5mm? pertencendo a uma
planta contaminada crescida em substrato contendo a bectéria e as outras
duas com 2 e 5mm? respectivamente, pertencendo a plantas contaminadas e

crescidas em substrato estéril.
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Figura 06: Comprimento de folhas e raizes de trigo sob diferentes tratamentos
apos 21 dias de crescimento em germinador. Colunas hachuradas
correpondem ao comprimento médio das folhas; colunas em branco
correpondem ao comprimento médio da raiz principal. >* indica comprimento

significativamente menor.
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Quando observadas ao microscopio, todas as raizes apresentaram
contaminagao por fungos filamentosos, observada pela presenca de hifas.
Essa contaminagédo, no entanto, restringiu-se a epiderme, nao atingindo tecidos
internos das plantas. Nos tratamentos com B. sorokiniana tanto com quanto
sem a presencga da bactéria antagonista, foi observada a presenca de esporos
na superficie epidérmica. Em ambos os tratamentos foi observado um

enegrecimento da bainha devido a infecg¢ao (Figura 07).

4 | A

Figura 07: Aspecto da bainha e porgédo proximal das raizes de trigo infectado
apos 21 dias nos tratamentos com (em cima) e sem (embaixo) a presenga da

bactéria antagonista (destaque).
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Na fase experimental in vivo foi considerada a capacidade da cepa
B. firmus E164 de inibir a germinacdo ou multiplicagdo dos esporos de B.
sorokiniana no solo, ja que as sementes haviam sido contaminadas antes do
plantio. Os resultados obtidos sado similares a outros estudos, onde o uso de
um isolado supressor nao produziu um controle significativo. A falta de reducao
significativa na doenca pode ser atribuida aos baixos niveis de doenca
observados mesmo nas plantas infectadas apenas com o fungo (Ryan &
Kinkel, 1997).

Em trabalho realizado por Leifert et al. (1995), a producdo do
antibidtico estava relacionada a esporulacdo da bactéria, e métodos para
induzir esse processo na superficie foliar poderiam levar a uma melhor
atividade in vivo. Como nao ha metodologia para monitorar tais eventos, o ideal
€ proceder igual ao tratamento quimico, onde ha uma reaplicacdo em
intervalos regulares. Segundo Kobayashi & El-Barrad (1996) nao s6 a lise do
micélio fungico é importante no controle biolégico: isolados capazes de causar
inibicdo também foram capazes de colonizar a rizosfera em maior numero.

Apos inoculagdo e incubacdo das raizes em placas com agar,
diferentes populagbées de fungos foram observadas. Enquanto aquelas
provenientes de sementes pré-contaminadas com B. sorokiniana mostraram o
crescimento exclusivo desse fungo no agar, mesmo em presenca do
antagonista, as populag¢des de fungos foram variadas nas raizes derivadas de
sementes livres de contamiangcdo. Observaram-se associagdes entre Alternaria

sp. e Curvularia sp.; Alternaria sp. e Fusarium sp.; Alternaria sp. e Penicillium
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sp.; Fusarium sp. e Epicoccum sp, e em alguns casos o crescimento isolado de
Alternaria sp., Curvularia sp. e Aspergillus sp.

A presenca de esporos nas raizes do tratamento com a bactéria
antagonista, observadas ao microscépio, € o crescimento de B. sorokiniana
sobre as raizes suplantando o antagonista e outros competidores em placa
pode significar uma baixa capacidade inibitéria do antagonista in vivo. No
entanto, uma populacdo bacteriana aumentada no solo levou a um maior
desenvolvimento das plantas. Esse evento pode ser explicado pela liberagao
de metabdlitos tais como fitorménios, responsaveis pelo desenvolvimento da
planta.

A producao da auxina denominada de acido indolacético (AIA), um
composto derivado do triptofano e que promove o crescimento das raizes
(Nultsch, 2000) foi observada por Kumar et al. (2005) em estudo com
Pseudomonas aeruginosa PUPa3. No presente estudo a produgdo desses
compostos pelo isolado Bacillus E164 nao foi investigada, pois 0 mesmo nao é
capaz de produzir indol através do metabolismo do triptofano.

Experimentos utilizando bactérias do género Bacillus como
antagonistas ainda estdo em fase de desenvolvimento e poucos sao
conclusivos quanto a eficacia deste microrganismo no campo. Kommedahl &
Mew (1975) observaram que os tratamentos com B. subtilis ou Chaetomonium
globosum apresentaram diferencas de um ano para outro devido a variagdes
climaticas como temperatura do solo e densidade pluviométrica, concluindo
que estes fatores sdo importantes para a efetividade dos agentes de controle

biolégico. Thirup et al. (2003) observaram que a comunidade microbiana
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presente na rizosfera € resiliente frente a introdugcdo de microrganismos
exdgenos e que a variagdo na comunidade esta relacionada aos estagios
fisiolégicos e de maturidade das raizes. Em solos com baixa oxigenagao, a
presenca de nitrato € de extrema importancia para agentes de controle
bioldgico capazes de fazer respiracao anaerodbia, incluindo B. subtilis (Knox et
al., 2000). Resultados similares foram obtidos por Schisler et al. (2002)
utilizando isolados de B. subitilis em campo, atingindo uma redugao de 78% na
incidéncia de F. graminearum em Triticum durum, enquanto Perondi et al.
(1996) observaram que, apesar de B. subtilis apresentar boa inibicdo in vivo
contra F. graminearum, o efeito ndo correspondeu ao resultado in vitro.

O antagonismo entre Bacillus e Bipolaris foi relatado em alguns
estudos (Perelld et al., 2002; Shirokov et al. 2002; Czaczyk et al., 2000), mas
nenhum alude ao controle in vivo, dificultando a analise e comparagao dos
resultados aqui apresentados. Um dos primeiros estudos de controle in vivo de
B. sorokiniana em pastagens € de Zhang & Yuen (1999), retratando a
dificuldade em estabelecer um isolado que controle este fitopatégeno com
sucesso. Varios sistemas de controle biolégico para as doengas do trigo tém
sido relatados, mas poucos foram eficientes sob condigdes de campo. O
controle das doengas da parte aérea do trigo, no Brasil, tais como mancha-
marrom € a mancha da gluma, também tem mostrado resultados
inconsistentes (Perondi et al., 1996).

Um novo aspecto no controle biolégico € a sua associacdo aos
defensivos quimicos, uma cooperagao que aumenta a inibicado de patégenos e

diminui a quantidade de defensivos requerida, causando menor impacto
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ambiental (Spadaro & Gullino, 2005). Em trabalho desenvolvido por Luz (2003)
mesmo quando as doses do antagonista e do fungicida eram reduzidas a
metade, o nivel de controle foi superior aos observados onde o antagonista e o

fungicida eram aplicados isoladamente nas doses normais.

4.6. Purificacéo parcial por ultrafiltracéo

A molécula inibitdria ficou retida no processo de ultrafiltragdo, sendo,
portanto, maior que 10kDa. Alguns trabalhos investigaram a atividade inibitoria
exercida por moléculas de baixo peso molecular como peptideos (Bernal et al.,
2002), analogos de acidos nucléicos e sideroforos (Duffy & Défago, 1999).
Essas moléculas sao resistentes ao tratamento térmico, diferente de proteinas

maiores que desnaturam frente ao aquecimento.
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5. CONCLUSOES

Entre os trés isolados bacterianos, a atividade antifungica exercida
sobre um maior numero de isolados de B. sorokiniana foi a do Bacillus

E164.

A atividade inibitéria in vivo ndo foi eficiente, mas a bactéria causou

alteragdes morfoldgicas sobre as raizes das do trigo.

O melhor meio para cultivo foi o caldo triptona de soja.

O filtrado antifungico apresentou atividade apds o tratamento térmico
sob diversas temperaturas, mas nenhuma delas aumentou a atividade

do filtrado comparado a temperatura ambiente.

O filtrado antifungico apresentou atividade apds o tratamento idnico,
mas a correlagao entre diminuicdo do crescimento e aumento do pH foi

similar entre o tratamento e a testemunha.
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