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Solanum lycocarpum St. Hil. quanto ao potencial biotecnoldgico para promocdo de
crescimento vegetal, enzimas e agentes antimicrobianos. 2020. Dissertacdo (Programa de
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RESUMO

Os metabolitos secundarios provindos da biodiversidade do bioma Cerrado tém valores
agregados devido as suas aplicagdes na obtencao de novos farmacos, agroquimicos e alimentos.
A Solanum lycocarpum St. Hil., conhecida popularmente como lobeira, é uma planta
caracteristica deste bioma, que tém sido estudada pela capacidade de se desenvolver em terras
acidas e pobres em nutrientes; ademais, possui propriedades medicinais descritas em literatura,
tornando interessante o estudo de sua microbiota rizosférica também no contexto da resisténcia
microbiana, problema preocupante para a satide mundial que aumenta a severidade das doencas
infecciosas e 0s custos de tratamento. O presente trabalho teve como objetivos a caracterizacdo
bioquimica de cento e trinta e uma bactérias associadas a rizosfera de lobeira avaliando, in vitro,
0 potencial desses micro-organismos para a fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN),
solubilizacdo de fosfato (SF), producdo de &cido indol-acético (AlA) e controle bioldgico por
meio de antagonismo a fungos fitopatdgeno; adicionalmente, foram avaliados o perfil de
atividade enzimatica e o potencial de producao de antibioticos pelos isolados. A identificacdo
dos melhores isolados também foi realizada. Quanto aos testes in vitro, a FBN foi testada em
meio de cultura semi-sélido livre de nitrogénio, a SF foi testada em meio 4gar nutriente
suplementado com fosfato insolivel e o AlA foi testado o meio caldo Triptona de Soja (TSB)
10% + L-triptofano. No teste de antagonismo, houve uma sele¢do massal utilizando discos com
micélios de 14 fungos fitopatdgeno que foram depositados em placas contendo meio Potato
Dextrose Agar (PDA) juntamente com os isolados e as bactérias com melhores resultados foram
selecionadas para o teste de pareamento direto com os mesmos fitopatdgenos. Para 0s ensaios
de atividade enzimatica, os isolados foram estriados em meios especiais cujas fontes de carbono
eram substratos das enzimas de interesse. A antibiose contra trés diferentes patdgenos clinicos
foi avaliada pelo método do bloco de gelose. Na identificagdo molecular foi utilizado o gene
16S e as sequéncias foram comparadas no software MEGA X. Do total, 32,6% dos isolados
obtidos apresentaram resultados positivos para fixagdo bioldgica de nitrogénio atmosferico,
todos produziram AIA (variando de 0,07 ug.mL™? a 134,1 ug.mL™) e 45,8% solubilizaram
fosfato inorgénico. Os testes de atividade enzimatica in vitro revelaram que 42,9% dos isolados

endofiticos apresentaram atividade amilolitica, 42,9% celulolitica, 47,3% esterolitica, 27,7%



lipolitica, 31,3% pectinolitica e 60,7% proteolitica. Nos ensaios contra patdgenos, foi
demonstrado atividade antagOnica contra um espectro de 14 fungos fitopatogénicos e 3
patogenos de importancia clinica. Os melhores isolados foram identificados como pertencentes

aos géneros Burkholderia, Microbacterium e Bacillus sp.

Palavras-chaves: Solanum lycocarpum st. Hil.; Enzimas; Fungos fitopatogénicos;

Rizobactérias; Antibiose; Cerrado.



LISBOA, Paulo Henrique Gomes. Characterization of rhizobacteria associated with
Solanum lycocarpum st. Hil. regarding the biotechnological potential for promoting plant
growth, enzymes and antimicrobial agents. 2020. Master’s dissertation (Pos-graduation

Program of Biotechnology) — Federal University of Sdo Carlos, Sado Carlos, 2020.

ABSTRACT

Solanum lycocarpum St. Hil., endemic plant of the Brazilian tropical savanna, known
as the “Cerrado”, has been studied for its medicinal properties and for having the ability to grow
in acidic and nutrient-poor lands, attracting interest in the investigation of its rhizospheric
microbiota, which includes plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR). Industrial enzymes
and antibiotics can also be obtained from them. In this work, the biological nitrogen fixation
capacity was tested in NFb semi-solid culture medium and 32.6% of the isolates showing
positive results. In the inorganic phosphate solubilization tests, 45.8% of the isolates
demonstrated this capacity in nutrient agar supplemented with insoluble phosphate. The
solubilization index (SI) for calcium phosphate by the bacterial isolates grown in solid medium
varied from 0 to 4.833. All bacteria produced indole acetic acid (ranging from 0.07 ug.mL™* to
134.1 pg.mLY) in Tryptic Soy Broth (TSB) 10% + L-tryptophan medium. In assays against
pathogens, antagonistic activity was demonstrated against a spectrum of fourteen
phytopathogenic fungi through the technique of direct pairing in Potato Dextrose Agar (PDA)
medium and three clinical pathogens using the agar block method. The bacterial isolates were
striated in special mediums whose carbon sources were substrates of the enzymes in the enzyme
activity assays and 88.4% of them had at least one of these activities. The best isolates were
identified by partial sequencing of the 16S gene as belonging to the genera Bacillus,

Burkholderia and Microbacterium.

Keywords: Solanum lycocarpum St. Hil.; Enzymes; Phytopathogenic fungi; Plant
growth-promoting rhizobacteria (PGPR); Antibiotics; Brazillian savanna.
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1. INTRODUCAO

H& um grande valor agregado em metabdlitos secundérios provindos da biodiversidade,
devido a suas possiveis aplicacfes em diversas areas industriais. O Brasil possui a flora mais
rica em abundancia de espécies e cerca de 54,2% de endemismo, o que corresponde a 18.357
plantas endémicas em um total de 33.885 espécies vegetais encontradas pelo pais, com parte
desses vegetais se localizando no bioma Cerrado, que hospeda, aproximadamente, 6 mil
espécies de arvores em uma area de 2.036.448 km?, que equivale a quase um quarto (23,92%)
do territério nacional (OLIVEIRA-FILHO e RATTER, 2002), mas grande parte da
biodiversidade desse bioma ainda ndo é conhecida, tornando-o um dos 25 hotspots mundiais e,
com o avango das atividades agricolas, o Cerrado vem perdendo areas de seu dominio e,
também, espécies endémicas (SILVA, 2014; SANTOS, 2015).

Dentre as plantas do Cerrado podem-se destacar uma espécie vegetal com muitos
estudos descritos na literatura: Solanum lycocarpum st. Hil., cujo nome popular ¢ lobeira. E
uma planta arbustiva/arbérea que pode chegar a quatro metros de altura, com frutos globosos
que séo a base da alimentacdo do, ameacado de extin¢do, lobo-guara (Chrysocyon brachyurus),
sendo assim, além de ser altamente nutritivo, possui grande importancia ambiental (MOURA,;
OLIVEIRA; CHAVES, 2010).

A lobeira também atrai interesse por ser uma planta com propriedades medicinais bem
descritas pela literatura, como no tratamento de hepatite (ALVES et al., 2016), asmas, gripes,
resfriados (ARAUJO; COELHO; AGRA, 2010) e atividade antitumoral (CARVALHO, 2017).
E de fécil obtencéo e tem a capacidade de prosperar em solos acidos e pobres em nutrientes,
propriedade esta que pode ser, em parte, devida a sua microbiota associada (TORRES , 2018).

A interacdo planta-microrganismos é uma area cientifica a ser explorada, principalmente
em um pais que possui uma enorme biodiversidade de vegetais e microrganismos como o
Brasil. A utilizacdo de microrganismos capazes de promover o crescimento vegetal se apresenta
como uma alternativa sustentavel em relacdo aos fertilizantes quimicos na busca de promover
0 aumento da producdo de culturas agricolas (BAEZ-ROGELIO et al., 2017; PREININGER et
al., 2018). Contudo, essa € uma opg¢do pouco utilizada e estudada na agricultura, apesar de
possuir um enorme potencial de sustentabilidade e preservacdo do meio ambiente e, também,
na utilizacdo em estratégias no manejo integrado de pragas e doencas (GARCIA; KNAAK;
FIUZA, 2015). Dentre esses microrganismos sdo encontradas bactérias associadas as rizosferas
de plantas, atraidas por secrec¢Ges das raizes e que sdo capazes de promover o desenvolvimento
vegetal, sendo denominadas de rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (RPCP),
(MENDES, GARBEVA, RAAIJIMARKERS, 2013). A efetivacéo direta do crescimento vegetal



ocorre por meio do aumento da disponibilizagdo de nutrientes, atraves da fixacao bioldgica de
nitrogénio (FBN); pela solubilizacdo de fosfato mineral e pelo biossintese de substancias
reguladoras do crescimento de plantas, como &cido indol acético (AlA). A promocdo de
crescimento vegetal indireta ocorre pelo antagonismo a outros microrganismos que Ssao
patogénicos a planta, através da producdo de antibidticos, competicdo, parasitismo ou indugéo
de resisténcia sisttmica (VEGA, 2007; GLICK, 2014; AHEMAD e KIBRET, 2014). Os
microrganismos promotores de crescimento vegetal tém grande potencial biotecnoldgico na
forma de produtos bioldgicos que objetivam atender propostas agronémicas especificas com
aumento de produtividade e menores impactos ao meio-ambiente com, por exemplo,
fitoestimulantes, biofertilizantes, agentes de controle bioldgico ou produtos de biorremediacéao
(PREININGER et al., 2018).

Os microrganismos associados a plantas acabam por ser objetos perfeitos para o estudo
de novas enzimas (LACAVA e AZEVEDO, 2013) e novos antibidticos (LACAVA e SOUSA,
2016). Enzimas de interesse na agricultura, industria e medicina podem ser prospectadas através
de diversas origens, tais como animal, vegetal ou microbiana; porém a ultima acaba sendo mais
utilizada devido ao rapido crescimento dos microrganismos e maior facilidade de manipulacéo
genética (COELHO, SALGADO, RIBEIRO, 2008; PATIL, SEBALE, DEVALE, 2015).
Enzimas das classes das proteases, pectinases, celulases, lipases, esterases, amilases e outras ja
foram descritas pela literatura como sendo obtidas por meio de microrganismos; essas enzimas
sdo utilizadas nos mais diversos setores industriais, tais como combustivel, produtos téxteis,
papel, quimica, racdo animal, dentre outros (DOS SANTOS et al., 2018).

Quanto aos antibidticos, o correto tratamento das infeccBes acaba sendo negligenciado
em paises em desenvolvimento, visto que a prevencdo destas exige a utilizacdo de farmacos
especificos e outros agentes e a¢bes cujo custo total se torna dispendioso financeiramente,
favorecendo o uso indiscriminado de antibidticos e, consequentemente a resisténcia microbiana
(SOUSA, 2008; BARBOSA, SOUSA, HOKKA, 2009; RATTI e SOUSA, 2009). Diante disso,
faz-se necessaria a bioprospec¢do de novos antibidticos e terapias como forma de contornar o
problema (LIN et al., 2015).

Visando a conservacdo da riqueza vegetal do Cerrado e a bioprospeccdo microbiana
associada aos vegetais, se fazem necessarios estudos nesta area de relagao entre microrganismos
e planta, que atualmente ainda é pouco explorada (AHEMAD e KIBRET, 2014; SOUSA,
SERRANO, LACAVA, 2017). Por esta razédo, o estudo teve como objetivo isolar, identificar e

selecionar bactérias rizosféricas cultivaveis associadas a espécie Solanum lycocarpum St. Hil.,
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as quais foram testadas quanto a avaliagdo do potencial biotecnoldgico dos isolados na
producdo de enzimas e antibidticos e na promocéo de crescimento vegetal.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cerrado

Grande parte da diversidade do mosaico de biomas Cerrado, o segundo maior do Brasil
em extensdo territorial com 2.036.448 km?, ainda é desconhecida (OLIVEIRA-FILHO e
RATTER, 2002). Esse mosaico é conhecido, também, como savana brasileira devido a sua
semelhanca com as savanas africanas e possui flora e fauna ricas em diversidade com alto
endemismo (FRANCOSO et al., 2015) o que faz do bioma um dos 25 hotspots do mundo
necessitando ser protegido ambientalmente (SOUSA, SERRANO, LACAVA, 2017); Contudo,
o0 cerrado perdeu aproximadamente cerca de 50% da sua cobertura vegetal natural, sendo que
em 2012 a taxa de desmatamento do bioma foi de 7.652km?/ano (SANTOS, 2015) sendo essa
perda causada, majoritariamente, pela expansdo das fronteiras agricolas e da pecuaria
(CASTRO et al., 2009); como consequéncia ocorre a fragmentacdo de habitats, eroséo de solo
e a invasdo de espécies exdticas, comprometendo a biodiversidade do Cerrado (KLINK e
MACHADO, 2005) e toda a funcdo hidrolégica do continente sul-americano (LOPES e
MIOLA, 2010).

O solo do Cerrado € considerado acido, pobre em nutrientes e sofre alta exposi¢do aos
raios UV devido ao clima tropical; as plantas endémicas séo interessantes alvos de estudo pois,
além de se adaptar a estas condi¢des, também necessitam lidar com uma alta gama de
fitopatdgenos presentes neste solo, ja que o bioma possui grande diversidade de
microrganismos (TORRES, 2018).

2.1.1 Solanum lycocarpum St. Hil.

A lobeira (figura 2.1), de nome cientifico Solanum lycocarpum St. Hil., é uma planta
perene pertencente ao género Solanum, da familia Solanaceae. E uma espécie nativa do
Cerrado, conseguindo prosperar em areas de solo &cido e pobre em nutrientes, sendo facilmente
encontrada em areas antropicas em bordas de fragmentos do bioma (GALLON et al., 2015).

E uma planta arbustiva/arbdrea que pode chegar a quatro metros de altura, com densos
pélos, ramos lenhosos, folhas pecioladas, raizes profundas (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2004)
e frutos globosos nutritivos, que sdo a base da alimentacdo do lobo-guara (Chrysocyon
brachyurus), mamifero endémico do Cerrado, ameagado de extingdo e principal dispersor de
sementes da lobeira; o fruto, além de ser altamente nutritivo, possui compostos e substancias

com acgdo vermifuga contra o0 verme-gigante-dos-rins, parasita fatal a este mamifero; a planta
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tem ciclo de vida longo e ndo necessita de muitos subsidios para seu desenvolvimento, além de
florescer o ano todo (MOURA; OLIVEIRA; CHAVES, 2010).

Além da grande importancia ecologica e ambiental, a lobeira também possui
importancia clinica por suas propriedades medicinais. Na literatura ja foi relatado o uso de suas
raizes contra hepatite (ALVES, 2016), obtencdo de um p6 extraidos dos frutos e utilizado como
agente hipoglicémico no tratamento de diabetes Mellitus tipo Il (YOSHIKAWA, 2007), uso de
suas flores como analgésicos e anti-inflamatorios (ARAUJO et al., 2010) e atividade
antitumoral (CARVALHO, 2017). Mais de 100 espécies do género Solanum foram descritas na
literatura com algum tipo de atividade biologica e se fazem importantes na biossintese de
compostos de defesa contra microrganismos (BAILAO et al., 2015).

Devido a sua adaptacdo as condicBes adversas, sua importancia ambiental, as
propriedades medicinais associadas, a facil obtencdo do vegetal oriundo do Cerrado e aos
prévios estudos do grupo, este estudo preconiza o isolamento de rizobactérias isolados de
lobeira, enfatizando a obten¢do de produtos naturais de interesses biotecnoldgicos.

Figura 2. 1 Solanum lycocarpum St. Hil. Fonte: autor

2.2 Rizobactérias promotoras de crescimento vegetal (RPCP) associadas as plantas
Por definicéo, a rizosfera é a zona de contato entre o solo e as raizes das plantas, rica
em nutrientes (GRACAS et al.,, 2015). Nessa regido, as raizes das plantas fazem a

rizodeposicao, processo no qual séo produzidos e liberados exsudatos para o solo, que podem
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ser utilizados por bactérias, dentre outros microrganismos, favorecendo seu crescimento e,
consequentemente, culminando em uma alta densidade delas no solo proximo as raizes
(MENDES, GARBEVA, RAAIIMAR-KERS, 2013; GOSWAMI, THAKKER,
DHANDHUKIA, 2016).

Por sua vez, essas bactérias podem oferecer substancias de interesse para o
desenvolvimento da planta ou para sua protecdo; assim, essas bactérias sdo denominadas
rizobactérias promotoras de crescimento das plantas (RPCP) ou, em inglés, “Plant growth
promoting rhizobacteria (PGPR)” (KLOEPPER e SCHROTH, 1978).

As RPCP podem promover o crescimento vegetal por diversos mecanismos, como
fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN), a producdo de fitormdnios, em especial o acido
indolacético (AIA) (SOUZA; AMBROSINI; PASSAGLIA, 2015); a sintese de sideroforos, que
sdo moléculas organicas captadoras de ferro (PANDEY et al., 2017); a solubilizacéo de fosfato
inorgénico (SF) (MUTHUKUMARASAMY et al., 2017); conferindo protegdo ao vegetal
contra fitopatdgenos por meio de competicdo, parasitismo, producao de antibidticos e enzimas
ou induzindo resisténcia sisttmica (GOSWAMI, THAKKER, DHANDHUKIA, 2016). Esses
microrganismos também apresentam enorme potencial como fonte de prospeccdo de varias
enzimas de interesses diversos, como na agricultura, medicina e varios setores da industria
(PATIL, SEBALE, DEVALE, 2015; DOS SANTOS et al., 2018).

Na agricultura de alguns paises, incluindo o Brasil, as RPCP j& estdo sendo utilizadas
(GUPTA et al., 2015) em diversas culturas com o proposito de aumento de produtividade, como
soja (ARAUJO e HUNGRIA, 1999), milho (BABALOLA et al., 2003; GHOLAMI et al.,
2009), trigo (LUZ, 2001), feijdo (SILVEIRA et al., 1995), arroz (BENEDUZI et al., 2008;
RODRIGUES et al., 2008), tomate (FREITAS ePIZZINATTO, 1991; BERNABEU et al.,
2015;) e alface (GOMES et al., 2003; CHAMANGASHT et al., 2012). Nestes estudos, 0
desenvolvimento vegetal foi avaliado quanto produtividade de grdos, germinacao, absorcéo de

nutrientes, peso seco e altura dos cultivares, dentre outros (RATZ et al., 2017).

2.2.1 Mecanismos de promocao de crescimento vegetal por rizobactérias
De acordo com Goswami et al. (2016), as RPCP podem afetar o crescimento da planta
por mecanismos diretos ou indiretos, sendo que algumas séo capazes de apresentarem mais de
um simultaneamente.
No mecanismo direto, a rizobactéria aumenta a disponibilidade de nutrientes ou produz
substancias que possuem acgdo de fitormoénios como, por exemplo, realizando a fixacdo

biolégica de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato inorgénico, producdo de siderdforos e
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producdo de acido indol acético ou outras substancias que também atuem como reguladores
vegetais; no indireto, ela disputa 0 microambiente com microrganismos fitopatogénicos por
meio de producdo de antibidticos e enzimas, parasitismo, competi¢do por nutrientes, inducéo
de resisténcia sistémica e outras estratégias (GLICK, 2014; AHEMAD e KIBRET, 2014;
GOSWAMI; THAKKER; DHANDHUKIA, 2016).

Neste estudo foram avaliados trés mecanismos diretos — fixacao bioldgica de nitrogénio,
solubilizacdo de fosfato inorganico e producdo de &cido indol acético — e um indireto,

antagonismo frente a fungos fitopatogénicos.

2.2.1.1 Fixacdo bioldgica de nitrogénio

O nitrogénio é um elemento fundamental para os seres vivos, visto que participa da
constituicdo de aminoacidos, acidos nucléicos, nucleotideos e outros compostos essenciais a
vida, podendo ser um fator tdo limitante quanto a agua em relacdo ao desenvolvimento vegetal
(SILVA, 2017). Na atmosfera, principal fonte natural de nitrogénio, cerca de 78% de sua
composicédo é formada pelo gas nitrogénio (N2). Porém, a maioria dos vegetais ndo é capaz de
utilizar o nitrogénio nesta forma dependendo, entéo, da pequena fracdo do elemento disponivel
em formas assimilaveis presentes no solo, principalmente, pela decomposicdo de matéria
organica, pela adicao de fertilizantes nitrogenados ou pela decorréncia da fixacdo bioldgica de
nitrogénio (SANTOS et al., 2008; TAIZ & ZEIGER, 2013; AHEMAD; KIBRET, 2014).

A fixacdo é o processo pelo qual o nitrogénio atmosférico é transformado nas formas
ibnicas amonio (NH4") e nitrato (NO3z’), assim, se tornando assimilavel aos seres vivos, em
especial, as plantas. Na fixacdo industrial ocorre a queima de combustiveis fosseis em
temperaturas de 300 a 400°C para que ocorra o processo de Haber-Bosh, no qual o hidrogénio
reage com o nitrogénio formando aménia; esse processo € utilizado industrialmente, entre
outras aplicacdes, para a producdo de fertilizantes nitrogenados (KERBAUY, 2008). Uma
descarga elétrica de grande intensidade como, por exemplo, um raio, pode quebrar as moléculas
de &gua, oxigénio e N2 presentes no ar possibilitando que os atomos desses elementos reajam
entre si formando acido nitrico (HNOs3), que atinge o solo sendo precipitado com chuva ou
neve; a esse processo da-se o nome de fixacdo esponténea, que é responsavel por 10% da
fixagdo natural do nitrogénio (TAIZ e ZIEGER, 2013).

Os 90% restantes (TAIZ e ZIEGER, 2013) decorrem da fixagéo bioldgica de nitrogénio
(FBN) (EADY e POSTGATE, 1974), processo realizado por meio de microrganismos
procariontes, em especial as bactérias, que possuem o complexo enzimatico nitrogenase, capaz

de reduzir o N2 a NHzs; esses microrganismos sdo chamados diazotroficos. As bactérias
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diazotréficas podem ser classificadas em: ndo-simbioticas (vida livre, associativa ou enddfitas),
fixando nitrogénio atmosférico mas sem formagdo de estruturas diferenciadas nos vegetais,
sendo representantes dessa classificacdo 0s géneros Anabaena, Nostoc, Azospirillum,
Azotobacter, Gluconoacetobacter diazotrophicus, Azocarus dentre outros; ou em simbiose,
como 0s géneros Rhizobium e Bradyrhizobium, que estabelecem uma associa¢do simbiotica
com plantas leguminosas formando estruturas especializadas denominadas nédulos e o género
Frankia, associando-se simbioticamente a arvores nao-leguminosas (BHATTACHARYYA e
JHA, 2012; GUPTA et al., 2015).

Apesar das bactérias diazotroficas serem encontradas naturalmente no solo, sdo
utilizados inoculantes como veiculos para multiplicar e favorecer desenvolvimento destes
microrganismos (MENDES e HUNGRIA, 2001). A inoculacdo é o processo no qual bactérias
diazotrdficas séo incutidas na semente antes da semeadura favorecendo o desenvolvimento do
vegetal, sendo realizada com o inoculante, um produto biol6gico que contém microrganismos
benéficos ao desenvolvimento das plantas e outros aditivos para aderéncia e melhor
desenvolvimento desses microrganismos (MENDES e REIS-JUNIOR, 2010). Dessa forma,
mitiga-se a quantidade de fertilizante mineral aplicado e consequentemente, o produtor
economiza (SILVA, 2017).

A utilizacdo de bactérias diazotréficas na agricultura é importante tanto no ponto de
vista econémico, quanto ecoldgico, pois possibilita aumentar a eficiéncia dos fertilizantes
nitrogenados com menores quantidades e até substitui-los com a FBN, possibilitando a
viabilizacdo de reflorestamentos e minimizando possiveis impactos ambientais decorrentes da

utilizacéo destes agroquimicos (BARBIERI et al., 1998).

2.2.1.2 Producéo de &cido indol acético (AlA)

Hormdnios vegetais ou fitorménios sdo reguladores quimicos que desencadeiam
consequéncias especificas em funcles variadas no desenvolvimento das plantas. Dentre 0s
fitormdnios relacionados a diviséo celular, crescimento e diferenciacdo, destacam-se: auxinas,
giberelinas, etileno, acido abscissico e citocininas (TAIZ & ZEIGER, 2013).

As auxinas, do grego “crescer”, sdo uma classe de fitormonios capazes de estimular o
desenvolvimento vegetal (GUPTA et al., 2015) sendo que seus principais efeitos sdo a expansdo
e alongamento celular e a divisao celular, principalmente nos tecidos das raizes (KRIKORIAN,
1991). Porém, altas concentracGes de auxinas podem causar o efeito contrério, prejudicando o

desenvolvimento das raizes em algumas culturas (TAIZ e ZEIGER, 2013).
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A principal auxina encontrada em baixas concentraces nas plantas é o &cido indol
acético, conhecido pela sigla AIA (SHARMA et al., 2003) que, através da promocéo da divisdo
e elongamento celular das raizes proporciona maior absorcéo de agua e nutrientes do solo para
aplanta. (TAIZ e ZEIGER, 2013).

As bactérias capazes de sintetizar o acido indol acético geralmente o fazem em seu
metabolismo secundario, por diversas vias biossintéticas, utilizando o aminoacido L-triptofano
como precursor (PATTEN e GLICK, 1996) e a enzima indol-3-piruvato descarboxilase (ipdC)
como principal catalisadora (LEBUHN e HARTMANN, 1993).

As RPCP sdo bem conhecidas pela capacidade de sintetizar auxinas (QUECINE,
BATISTA, LACAVA, 2014).E relatado que 80% dos microrganismos isolados da rizosfera de
diversas culturas possuam a habilidade de sintetizar e secretar estes compostos (PARRAY,
MIR, SHAMEEM, 2019). Diversos géneros de bactérias com capacidade de sintese de AlA ja
foram descritas, tais como Acinetobacter, Aeromonas, Agrobacterium, Azospirillum, Bacillus,
Bradyrhizobium, Burkholderia, Curtobacterium, Enterobacter, Kocuria, Gluconacetobacter,
Pantoea, Pseudomonas, Rhizobium e Xanthomonas mostrando grande potencial de promocéo
de crescimento vegetal atraves da producédo deste fitormonio (LACAVA e AZEVEDO, 2013;
AHEMAD e KIBRET, 2014; QUECINE; BATISTA; LACAVA, 2014; GOSWAMI,
THAKKER; DHANDHUKIA, 2016; CHEN et al., 2017; BATISTA et al., 2018).

2.2.1.3 Solubilizacéo de fosfato

O fésforo (P), é o segundo elemento mais requerido na nutricdo das plantas, perdendo
somente para o nitrogénio (VAN RAIJ, 1991), sendo fundamental para praticamente todos o
metabolismo vegetal, participando das transferéncias de energia, fotossintese, respiracéo,
sintese de acidos nucléicos, dentre outros (GRANT et al., 2001; SAHARAN e NEHRA, 2011;
SANTOYO et al., 2016). O P é encontrado em grandes quantidades no solo, porém, cerca de
95% a 99% estd em formas inorganicas, nao assimilaveis pelas plantas, que sé conseguem o
absorver nas formas solGveis fons monobésicos (H2PO4) e dibasicos HPOs* (AHEMAD e
KIBRET, 2014; TEYMOURI et al., 2016; PARRAY, MIR, SHAMEEM, 2019). O fdsforo é o
fertilizante mais utilizado no Brasil, visto que demanda reaplicagdes frequentes, ja que as
plantas absorvem apenas pequenas quantidades e todo o restante é convertido em formas
insoluveis no solo, resultando em um processo dispendioso tanto financeiramente quando
ambientalmente (SOUCHIE e ABBOUD, 2007; LACAVA e AZEVEDO, 2013; AHEMAD e
KIBRET, 2014; QIN et al., 2015; MATOS et al., 2017; WALIA et al., 2017; SOLANKI;
KUNDU; NEHRA, 2018; PARRAY, MIR, SHAMEEM, 2019).



17

As RPCP sdo capazes de solubilizar formas inorganicas de fosfato, como consequéncia
da liberacdo de &cidos organicos secretados por diferentes géneros bacterianos, pois esses
acidos competem com o fosfato pelos sitios de adsor¢do no solo, aumentando a disponibilidade
desse elemento para os vegetais (HAYNES, 1984; ROSENBLUETH e MARTINEZ-
ROMERO, 2006; AHEMAD e KIBRET, 2014; ZAIDI et al., 2015; AWAIS et al., 2017; YU
et al., 2019). Bactérias dos géneros Agrobacterium, Arthrobacter, Azotobacter, Bacillus,
Beijerinckia, Burkholderia, Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium, Microbacterium,
Pseudomonas, Rhizobium, Rhodococcus e Serratia ja foram descritas pela capacidade de
solubilizar fosfato inorganico (VERMA; LADHA; TRIPATHI, 2001; BHATTACHARYYA e
JHA, 2012; GUPTA; PANWAR; JHA, 2013; CASTRO et al., 2014; SINGH et al., 2015;
BATISTA et al., 2018).

Portanto, a utilizacdo de RPCP solubilizadoras de fosfato como produtos biologicos para
a maximizacdo do aproveitamento de fertilizantes fosfatados quimicos ou do fésforo presente
no solo € interessante pois, além de incrementar o desenvolvimento vegetal tambem reduz a
necessidade do uso de fertilizantes manufaturados, diminuindo os impactos ambientais
(DUARTE et al., 2014; PREININGER et al., 2018).

2.2.1.4 Controle bioldgico de fungos fitopatogénicos por rizobactérias

A principal causa de perdas de produtividade na agricultura séo as pragas e doencas que
prejudicam as plantacGes, sendo fungos os agentes fitopatogénicos de 85% das doencas que
acometem culturas de grande importancia econémica (BUENO e FISCHER, 2006;
ZAMBOLIM, 2016). Podemos citar como exemplos destes fungos Sclerotinia sclerotiorium,
fitopatdgeno em culturas de algodao, feijdo, soja, dentre outras (BOLAND e HALL, 1994);
Moniliophthora perniciosa, agente da doenca “vassoura-de-bruxa” nos cacaueiros (COSTA et
al., 2010); Fusarium solani, fitopatégeno de soja, pimenta, feijdo, dentre outros (NELSON e
TOUSSOUN, 1989; COLEMAN, 2016); Sphaceloma sp. (CNPUV 102), que causa doencas
em culturas de avelds, citros e uvas (BROOK, 1973; MINUTOLO et al., 2016); Ceratocystis
paradoxa, fitopatogeno de abacaxi, banana, cana-de-acucar, etc. (KANNANGARA,
DHARMARATHNA, JAYARATHNA; 2017); Alternaria alternata, agente causador de
doengas em tabaco, citros, macas, etc. (HOU et al., 2016); F. proliferatum, fitopatogeno de
culturas de cebolas, alhos, trigo, dentre outras (STANKOVIC et al., 2007); Colletotrichum sp.,
agente causador de doencas na manga, abacate e diversos outros frutos (PHOULIVONG et al.,
2010); F. verticillioides, fitopatogeno de milho (PROCTOR et al., 2006); Phytophthora sojae,
fitopatdgeno da soja (TYLER, 2007); Rhizopus microsporus, agente causador de patologias em
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milho, girassol, arroz e outros (SHTIENBERG, 1997; SANTIAGO et al., 2008); e F.
oxysporum, fitopatdgeno de algodao, feijdo e diversas outras culturas (PASTOR-CORRALES
etal., 1987; ASSIGBETSE et al., 1994).

Fungicidas sdo a opcdo mais eficiente no controle das doencas ocasionadas por fungos
fitopatogénicos, mas devido ao uso indiscriminado e em excesso tem gerado grandes problemas
ambientais e de saude (PAL; GARDENER, 2006). Nas ultimas décadas, foram detectados
diversos problemas ambientais relacionados a aplicacdo de fungicidas, como a contaminacao
de sistemas hidricos, a eliminacdo de insetos controladores de pragas, microrganismos
controladores de fitopatdgenos e o desenvolvimento de cepas de patdgenos resistentes a
antibioticos convencionais (LACAVA eAZEVEDO, 2014; DAS; DEVI; YASMINE, 2015),
além de problemas de salde publica. Segundo o Ministério da Saude, no Brasil,
aproximadamente 400 mil pessoas sdo intoxicadas por ano pelos agrotoxicos e, destas, 4 mil
chegam a 6bito (LIMA BOHNER; ARAUJO; NISHIJIMA, 2013).

Entre as opgOes para contorno do problema, esta o controle biologico (ARAUJO et al.,
2014), que pode ser definido como a reducao de uma espécie-alvo danosa a cultura de interesse
utilizando outra espécie para este fim, como predadores naturais, parasitas, dentre outros
(MELO AZEVEDO, 1998).

A acédo de RPCP com potencial de biocontrole consiste na interagdo entre o agente de
biocontrole e o agente fitopatogénico, com a inibicdo deste Gltimo. As RPCP habitam o mesmo
nicho que os fitopatdgenos, necessitando utilizar estratégias para contornar este conflito e
garantir sua sobrevivéncia, tais como antibiose, competicdo por espaco e nutrientes,
parasitismo, e de inducéo de resisténcia sisttmica (HANDELSMAN; STABB, 1996; LACAVA
et al. 2018; CHENNIAPPAN et al., 2019). Portanto, é de se esperar que atuem na inibicdo dos
patdgenos causadores de doencas radiculares (MELO, 1998).

A antibiose é a producdo de metabdlitos secundarios com atividade antibidtica, capazes
de matar ou prejudicar o crescimento e a reproducdo de fitopatdgenos por meio de destrui¢do
de componente celulares ou inibicdo do metabolismo (GRIFFIN, 2014; GUPTA et al., 2015;
ZHAO, XU; LAI, 2018). Numa relagdo de parasitismo, o parasita obtém seus nutrientes do
hospedeiro e acaba por prejudicar seu metabolismo e seus componentes estruturais, podendo
leva-lo a morte (MELO, 1996).

A penetracdo ativa da bactéria nas raizes provoca a producdo de compostos pela planta
gue atuam sobre patdgenos ou alteram sua morfologia como, por exemplo, 0 aumento da parede
celular por deposicao de lignina e glucanas e aumento da espessura da cuticula, bem como a

sintese de fitoalexinas. Isso dificulta a entrada do patdgeno e o seu desenvolvimento na planta
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hospedeira, sendo esse mecanismo nomeado de inducdo de resisténcia sisttmica (IRS)
(PEIXOTO NETO et al., 2004; SILVA et al., 2018).

Muitos estudos ja apontaram alguns géneros de bactérias encontradas na rizosfera como
utilizaveis no controle bioldgico de fitopatogénicos, sendo os géneros Bacillus e Pseudomonas
0s mais relatados como antagonistas destes (AHEMAD e KIBRET, 2014 GRACAS et al., 2015;
LACAVA et al., 2018).

2.3 Producao de enzimas por rizobactérias

As enzimas sdo, em sua maioria, proteinas que atuam como catalisadoras de reacdes
quimicas de forma especifica sendo fundamentais para qualquer processo bioquimico
(NELSON e COX, 2014).

O setor industrial esta em constante pressao para usar mais processos que beneficiem o
meio ambiente e para procurar novos métodos que tornem seus produtos mais competitivos. As
enzimas microbianas estdo ganhando mercado, substituindo a catélise quimica convencional
em muitos processos industriais devido a pressdo por produtos ecologicamente sustentaveis e
devido a ampla disponibilidade, baixo custo de producdo, ampla especificidade pelo substrato,
diferentes caracteristicas fisico-quimicas e suscetibilidade de manipulacdo genética frente as
enzimas de origem animal e vegetal (LIU e KOKARE, 2017). As enzimas microbianas vém
sendo utilizadas com maior frequéncia nas areas de processamento de alimentos, fabricacdo de
detergentes, téxteis e produtos farmacéuticos, terapia médica e biologia molecular (CARRIM,
BARBOSA,; VIEIRA, 2006; VERMELHO et al., 2013).

Assim, se torna interessante o estudo de microrganismos com capacidades de quebrar e
modificar substratos especificos, com diferentes variaveis em relacdo a pH, temperatura, etc. e,
como ha entre 0s microrganismos associados com as plantas muitas destas capacidades ainda
ndo descritas, acabam por ser objetos perfeitos para o estudo de novas enzimas (LACAVA e
AZEVEDO, 2013; GUPTA et al., 2015).

As principais atividades enzimaticas apresentadas pelos microrganismos sdo as
amilases, celulases, lipases, esterases, pectinases e proteases (MONTEIRO e SILVA, 2009;
CASTRO et al., 2014; SILVA, 2015).

Nas células vegetais, microrganismos produzem amilases para degradar o amido, um
polimero de glicose, utilizando esta molécula como fonte de energia para seu metabolismo
(ARAUJO e MARTINS, 2018). Sua aplicagdo industrial pode servir como aditivos em

detergentes, na sacarificacdo de amido e nas industrias de alimentos, fermentacgéo, papel e téxtil.
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Assim, a busca de microrganismos amiloliticos se justifica pelo amplo espectro de utilizacéo
de amilases em vérias &reas industriais (ANDRADE, 2019).

As lipases e esterases constituem um importante grupo de enzimas que estdo associadas
ao metabolismo e a hidrolise dos lipideos. Suas principais aplica¢fes envolvem a producao de
detergentes, produgdo de laticinios, processamento de o6leos, biotransformagdes, produtos
farmacéuticos, producdo de agroquimicos, pesticidas e inseticidas (LUZ et al., 2016; LIU;
KOKARE, 2017; PAMPHILE et al., 2017; PEREZ et al., 2019).

As proteases catalisam a quebra das ligacOes peptidicas e participam em indmeros
processos fisiologicos com vérias aplicaces nas industrias de detergente e de alimentos. Com
intuito de diminuir a quantidade de poluentes relacionados ao tratamento de couro, a utilizagédo
de proteases se apresenta como uma saida “ambiental” na substituicdo da utilizagdo de
compostos toxicos e poluentes (NIGAM, 2013; PAMPHILE et al., 2017).

Celulases de origem microbiana sdo amplamente utilizadas nas indUstrias de papel,
vinho, racdo animal e téxtil, bem como para producgdo de biocombustivel, processamento de
alimentos vegetais tais como suco de frutas, extracao de 6leo de oliva e carotenoides, além de
manejo de efluentes (GUPTA et al., 2011a). Os efluentes gerados em agroindustrias e campos
de plantio contém grande quantidade de celulose ndo utilizada, o que acaba gerando poluicao
ambiental caso o descarte ndo seja adequado. Atualmente, porém, estes rejeitos podem ser
utilizados para producdo de derivados com elevado valor agregado, como enzimas, agucares,
biocombustiveis e outros compostos quimicos (KUHAD et al., 2010; GUPTA et al., 2011a;
GUPTA et al., 2011b).

Pectinases sdo utilizadas na indudstria téxtil com diversas atuagdes tais como degradar a
camada de pectina que recobre as fibras de celulose, liberando-as para posterior processamento,
tratar o residuo liquido e a degomagem das fibras naturais, maceracdo das fibras vegetais, na
biopreparacdo de algoddo e, no polimento enzimatico de tecidos mistos de juta e algoddo. Em
algoddo cru, nas condi¢cfes adequadas substitui 0 uso da soda caustica e gera produtos de alta
qualidade para posterior tingimento e processo de tecelagem com menor consumo de energia
(MONTEIRO e SILVA, 2009).

2.4 Antibiose contra patdgenos humanos
Originada nas tradigdes milenares chinesas e indianas e muito utilizada até os dias
atuais, a medicina herboristica é, por defini¢do, a aplicagdo de substancias quimicas naturais
obtidas de diversos organismos para o tratamento de doencas (DA SILVA ALMEIDA, 2004);

dentre estes organismos estdo as plantas medicinais, a partir das quais pode-se produzir chas,
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pomadas, capsulas ou tinturas com aplicagdes clinicas (REMPEL, 2019), sendo umas das
maiores fontes para bioprospec¢do de compostos naturais em conjunto com sua microbiota
associada (LING et al., 2015; PIZA et al., 2015; LACAVA e SOUSA, 2016).

Os antibioticos representam uma forma de terapia de grande sucesso na medicina que
protegeram a humanidade de doencas antes letais, por isso considerados como ferramentas
indispensaveis no combate contra infecgBes bacterianas. Por definicdo, antibioticoterapia é o
tratamento de pacientes com sintomatologia clinica de infeccdo microbiana pela administracdo
de substancias antimicrobianas, com o objetivo de cura da doenca infecciosa (cura clinica) ou
da erradicagcdo do agente infeccioso situado em um determinado foco de infecgdo (cura
microbioldgica). Essa terapia € utilizada apds diagnostico preciso ou presuntivo da etiologia do
processo infeccioso, fundamentado nos relatos do paciente e nos exames clinicos e laboratoriais
(PINEIRO et al., 2019). O uso indiscriminado e irresponsavel de antibiéticos, terapéutica ou
profilaticamente, humano ou veterinario, passando ainda pelo uso no crescimento animal e
propositos agricolas, tem favorecido uma presséo seletiva, que tem como resultado a selecéo e
predominancia de espécies cada vez mais resistentes, que alteram os niveis de morbilidade e
mortalidade das doencas infecciosas e elevam o custo dos tratamentos hospitalares,
constituindo um grande problema a satde global (LIN et al., 2015). O resultado disso é a
necessidade de novos antibidticos mais potentes para serem empregados no tratamento desses
microrganismos resistentes (PAULA et al., 2016).

Na comunidade microbiana do solo estdo as actinobactérias, um filo de bactérias
filamentosas Gram-positivas, interessantes de serem prospectadas nesse aspecto visto que sdo
reconhecidas por serem produtoras de enzimas, pigmentos, substancias com ac¢6es antibiotica,
antitumoral, anti-helmintica e antifingica, dentre outras (FERREIRA et al., 2016). Bactérias
rizosféricas de plantas medicinais do Cerrado tém sido isoladas e estudadas visando obter
variada aplicacdo biotecnoldgica, como fonte potencial para a identificacdo e producdo de
metabdlitos de interesse biotecnoldgico, incluindo novos antibiéticos (ROMANO, 2015;
PIMENTEL et al., 2015; PIZA et al., 2015; PIZA et al., 2016).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo geral o isolamento e a caracterizacdo de bactérias

rizosféricas associadas a lobeira (Solanum lycocarpum st. Hil.) com potencial biotecnoldgico

para promogéo de crescimento vegetal e producgédo de enzimas e agentes antimicrobianos . Para

IS0, 0s objetivos especificos foram:

3.2 Objetivos especificos

Isolar a comunidade bacteriana cultivavel associada a rizosfera de S. lycocarpum st.
Hil.;

Avaliar in vitro o potencial para fixagao bioldgica de nitrogénio, solubiliza¢éo de fosfato
e producdo de acido indol acético pelos isolados bacterianos rizosféricos obtidos;
Avaliar in vitro o potencial de antagonismo frente a fungos fitopatogénicos;

Avaliar in vitro a produgéo das enzimas celulase, amilase, protease, lipase e esterase
pelos isolados bacterianos;

Avaliar in vitro a antibiose frente a patdgenos humanos;,

Identificar os isolados bacterianos com melhores resultados, nos testes in vitro, por meio

do sequenciamento do rDNA 168S.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Local da realizacéo do trabalho e coleta do material vegetal

O trabalho foi desenvolvido no Laboratdrio de Microbiologia e Biomoléculas - LaMiB,
do Departamento de Morfologia e Patologia localizado na Universidade Federal de Séo Carlos,
campus S&o Carlos, S&o Paulo, Brasil.

Amostras da rizosfera de trés individuos da espécie S. lycocarpum foram coletadas, nas
mesmas condicGes climaticas, na reserva ambiental do cerrado (21°58°, 47°52’W) na
Universidade Federal de S&o Carlos, estado de Séo Paulo, Brasil, no més de margo, pela manhé.
Foram coletadas cerca de 50g do solo aderido as raizes de cada individuo, a 25cm de
profundidade, utilizando sacos de autoclave esterilizados para acondicionamento e
transferéncia imediata para o Laboratério de Microbiologia e Biomoléculas, onde foram

realizados os procedimentos para obtencéo das colonias.

4.2 Obtencao, purificacdo e armazenamento dos isolados de rizobactérias

Para o isolamento das rizobacteérias, as trés amostras coletadas de diferentes individuos
foram homogeneizadas e entdo pesados 10g de cada amostra, sendo adicionados em 90 mL*
de solucéo tampdo PBS esterilizada (NaCl 8,0g; KCI 0,2g; Na2HPO4 1,44g; KH2PO4 0,2g; 1000
mL de agua destilada; pH 7,4) em erlenmeyers previamente autoclavados, os quais foram
agitados durante 60 minutos a 150 rpm. Procedeu-se entdo, em tampdo PBS, as diluicdes
seriadas, de fator 10, das suspens@es de solo obtidas.

Foram adicionadas aliquotas de 0,1mL das dilui¢Ges seriadas utilizadas e espalhadas
com o auxilio de uma alca de Drigalski, em duplicata, em placas de Petri contendo o meio de
cultura Triptona Soja Agar (TSA) (Kasvi) e International Streptomyces Project 2 (ISP2) (que
favorece o crescimento de actinobactérias) (suplementados com benlate (50ug.mL™) para evitar
contaminacdo fangica) e incubadas invertidas a temperatura de 28°C por 48 horas.

As colonias obtidas foram selecionadas aleatoriamente para purificacdo, que foi feita
por meio de estrias de esgotamento em placas de Petri contendo 0s mesmos meios de cultura
(TSA e ISP2), entdo incubadas invertidas por mais 48 horas.

Depois de confirmada a pureza das culturas, as linhagens bacterianas foram inoculadas
em microtubos de 1,5 mL contendo meio Tryptic Soy Broth (TSB) 100% (Kasvi) suplementado
com glicerol 50% e armazenados em freezer a -80°C.

As linhagens obtidas receberam codigos para facilitar a apresentacdo dos dados.

Inicialmente, foi atribuida a letra “T” ou “A”, relativo ao meio do qual a colonia foi isolada
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(sendo “T” remetendo a TSA e “A” a ISP2), seguidas de um numero (de um a trés) de acordo
com a amostra da qual o isolado foi obtido. Todos os isolados receberam a sigla LRZ, cujo
significado ¢ “oriundos de rizosfera de lobeira” e nimeros sequenciais para diferenciagdo das

linhagens.

4.3 Selecdo de rizobactérias com potencial agricola e biotecnolégico

4.3.1 Ensaios de avaliacdo de promotores de crescimento vegetal in vitro

4.3.1.1 Fixacgao bioldgica de nitrogénio (FBN)

A capacidade dos isolados em realizar o processo de FBN foi avaliada qualitativamente
in vitro. O meio de cultura NFb, livre de nitrogénio, foi preparado contendo a seguinte
composigdo em g.L': 4cido malico, 5; K:HPO4, 0,5; MgS04.7H-0, 0,2; NaCl, 0,1;
CaCl2.2H;0, 0,02; KOH, 4,5; e em mL: solucdo de micronutrientes, 2; solucdo de azul de
bromotimol (0,5% em 0,2 KOH), 2; solu¢cdo de FEEDTA (solucdo 1,64%), 4; e solucdo de
vitaminas, 1; pH 6,8 (DOBEREINER et al., 1995). Foram utilizados tubos de ensaio de 13x
100 mm, contendo 4 mL de meio de cultura NFb semissolido, onde as linhagens foram
inoculadas com alca de platina, a partir de culturas crescidas em meio NFb semissélido, foram
realizadas trés repeticdes para cada isolado (QUECINE et al., 2012; ARAUJO et al., 2014). A
incubacdo foi realizada por 96 horas a 28°C. Apos esse periodo foi verificada a formacéo de
pelicula de crescimento proximo a superficie dos tubos. Esse procedimento foi realizado mais
uma vez. A reinoculacdo sucessiva das linhagens € realizada para confirmar se o crescimento
ndo esta ocorrendo a custa de reservas de nitrogénio das células, bem como para verificar a
estabilidade dessa caracteristica das linhagens (CATTELAN, 1999).

4.3.1.2 Producéo de &cido indol acético (AlA)

Para a deteccdo e quantificacdo da produgdo de AIA, utilizou-se a metodologia
originalmente proposta por Bric et al. (1991), que foi adaptado para 0 método quantitativo
(HUSEN, 2003). Os isolados bacterianos foram cultivados em tubos de ensaio contendo 3 mL
de meio tripticaseina de soja (TSB) 10% + L-triptofano (5 mM) e incubadas a 28°C no escuro
por 72 horas, sob agitacdo constante. Apds este periodo coletou-se 2 mL da suspensdo
bacteriana, centrifugou-se por 5 minutos a 10.000 g e 900 uL do sobrenadante foi coletado e
colocados em cubetas de 1,5 mL e adicionados 400 puL do Reagente de Salkowski (2 mL de
FeCls (0,5 mol L) e 98 mL de HCIO4 (35%)). Apds 30 minutos de incubagdo a 28°C foi
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realizada a leitura das amostras em espectrofotdometro no comprimento de onda de 520 nm de
absorbancia. Como controle negativo utilizou-se apenas o meio de cultura TSB 10% com L
triptofano (5 mM) acrescido do Reagente de Salkowski. As leituras foram normalizadas por
meio de curva padrdo, calculada com base em doses conhecidas do hormdnio sintetizado
(Sigma), nas seguintes concentragdes: 1, 5, 25, 50, 75; 100; 125; 150; 175 e 200 ug.mL?*. A
coloragéo rosa-avermelhada das amostras indicou a producdo de auxinas. Os testes foram

realizados em triplicata.

4.3.1.3 Solubilizagdo de fosfato inorganico

Para a andlise da capacidade de solubilizar fosfato sessenta e trés isolados bacterianos
foram inoculados, em quadruplicata, em meio de cultura s6lido contendo: 10 g.L™ de glicose;
59.L"t de NH4ClI; 1g.L 1 de NaCl; 1 g.L ! de MgS04.7H20; 0,8 g.L de CaHPO4; 15 g.L* de
agar; pH 7,2 a 28°C por 120 horas. A presenca de halo incolor ao redor das col6nias indicou a
capacidade dos isolados em solubilizar fosfato inorgéanico. Os isolados com melhores resultados
foram selecionados visualmente para fins semi-quantitativos, onde foram medidos os diametros
dos halos claros formados ao redor de cada coldnia (Dh), com auxilio de um paquimetro, e 0s
diametros das colbnias correspondentes (Dc). Com os dados, pbéde-se calcular a razdo:
(Dh)/(Dc). De modo que linhagens que solubilizam mais fosfato, obtém maiores razdes e,
portanto, apresentam maiores Indices de Solubilizacio de Fosfato (ISF) (BERRAQUERO et
al., 1976). De acordo com Silva Filho e Vidor (2000), a solubilizacdo pode ser classificada
como baixa (ISF<2), média (2<ISF<3) e alta (ISF>3).

4.4 Atividade enzimética
A atividade enzimatica dos isolados bacterianos foi avaliada qualitativamente.
Inicialmente, os isolados foram crescidos em meio tripticaseina de soja (TSA) e em seguida
semeados em placas de Petri contendo os meios de cultura especificos para cada enzima, apos
0 crescimento microbiano foi observado a presenga ou auséncia de determinada atividade
enzimatica, por meio de formacdo de halo em torno da colénia. Os isolados bacterianos foram
analisados quanto a sua capacidade de produzir as enzimas amilases; celulases; lipases,

esterases; proteases e pectinases (pectato liases e poligalacturonase) (ARAUJO et al., 2014).

4.4.1 Atividade amilolitica
Os isolados foram cultivados em meio minimo M9 contendo 200 mL? de solugéo
estoque (64 g.L* de NazHPO4.7H,0; 15 g.L ™ de KH2PO4; 2,5 gL de NaCl; 5 g.L* de NH4CI);
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2 mL? de MgSO4 1M; 0,1 mL* de CaCl, 1M, 10 g.L™ de glicose e 15 g.L* de agar, pH 7,2
contendo 0,5% de extrato de levedura e 1% de amido soltvel a 28°C durante 48 horas. Apés 0
crescimento bacteriano foram adicionados 10 mL de solucédo de lodo e entdo lavados quase que
imediatamente com agua. A presenca de um halo incolor em torno da coldnia indicou a

producédo de amilase.

4.4.2 Atividade celulolitica

As bactérias foram cultivadas em meio minimo M9 contendo: 200mL™ de solugéo
estoque (64 g.L! de Na;HPO4.7H,0; 15 g.L ™t de KH2PO4; 2,5 gL de NaCl; 5 g.L! de NH4CI);
2 mL?! de MgSO4 1M; 0,1 mL* de CaCl, 1M, 10 g.L™ de glicose e 15 g.L* de agar, pH 7,2
contendo 0,5% de extrato de levedura, 1% de carboximetilcelulose (CMC) a 28°C durante 48
horas. Apds o crescimento bacteriano foram adicionados 10mL do corante Vermelho Congo,
depois de 15 minutos as placas foram lavadas com NaCl 5M segundo a metodologia proposta
por Teather e Wood (1982). A presenga de um halo amarelado ou incolor em torno da colonia

apos a adicdo de NaCl indicou a secrecédo de celulase.

4.4.3 Atividade lipolitica e esterolitica

As bactérias foram cultivadas em meio de lipase/esterase contendo: 10 g.L! de peptona;
5 g.L "t de NaCl; 0,1 gL de CaCl2.2H,0 e 15 g.L* de Agar, pH 7,4. Apos a esterilizagdo do
meio de cultura foi adicionado 1% (v/v) de Tween 20, previamente esterilizado. Apds a
incubacdo a 28°C durante 48 horas, a formacdo de um halo formado por cristais ao redor da
coldnia bacteriana indicou a secrecdo de lipases. A metodologia utilizada para a avaliagdo da
producdo de esterase foi a mesma utilizada para a lipase, porém apos a esterilizacdo do meio de
cultura foi adicionado 1% (v/v) de Tween 80, previamente esterilizado. A formacdo de um halo

claro ao redor da colénia bacteriana indicou a secrecao de esterases.

4.4.4 Atividade pectinolitica
As bactérias foram cultivadas em meio minimo M9 contendo: 200 mL™ de solugdo
estoque (64 g.L de NapHPO4.7H20; 15 g.L ™t de KH2PO4; 2,5 g.L ™ de NaCl; 5 g.L™* de NH4CI);
2 mL?! de MgSO4 1M; 0,1 mL* de CaCl, 1M, 10 g.L™ de glicose e 15 g.L* de agar, pH 5,0
contendo 0,5% de extrato de levedura, 1% de pectina (v/v) a 28°C durante 48 horas. Apés 0
crescimento bacteriano foram adicionados 10 mL de lugol e em seguida efetuou-se a lavagem
com agua. A presenca de um halo incolor em torno da coldnia indicou a secre¢do de pectinases.

O pH desse meio pode ser modificado para caracterizacdo de duas diferentes pectinases: 0 meio
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com pH 8,0 é utilizado para caracterizacdo de pectato liase e 0 meio com pH 5,0 para

poligalacturonase.

4.4.5 Atividade proteolitica
As bactérias foram cultivadas em meio Protease contendo: 5 g.L™ de triptona; 2,5 g.L
de extrato de levedura; 1 g.L ™ de glicose; 2,5 g.L™! de NaCl e 15 g.L™* de agar, pH 7,0. Apos a
esterilizacdo adicionou-se 100mL de leite desnatado. Apds a incubacédo a 28°C durante 48 horas,

a formacéo de um halo ao redor da colénia indicou a secrecdo de proteases.

4.5 Atividade antagodnica contra fungos fitopatogénicos

Para analisar o potencial antag6nico dos isolados rizosféricos da lobeira frente a fungos
fitopatogenos foram realizados testes de antagonismo in vitro. Os fungos fitopatogénicos
utilizados nos ensaios foram: Alternaria alternata, Ceratocystis paradoxa, Colletotrichum sp.,
trés cepas de Fusarium oxysporum (cepa ATTCC 2163, uma cepa isolada de feijao e outra do
algoddo), F. proliferatum, F. solani, F. verticillioides, Moniliophthora perniciosa,
Phytophthora sojae, Rhizopus microsporus, Sclerotinia sclerotiorium e Sphaceloma sp..
(CNPUV 102), pertencentes a Cole¢do de Culturas Microbianas do Laboratério de
Microbiologia e Biomoléculas - LaMiB, Departamento de Morfologia e Patologia localizado
na Universidade Federal de Sdo Carlos - UFSCar, campus Sao Carlos, Sdo Paulo, Brasil.

Foi realizada uma selecdo massal com todos os isolados obtidos, em duplicata, onde as
bactérias foram repicados em forma de estrias em quatro pontos equidistantes nas extremidades
das placas contendo o meio batata-dextrose-agar (BDA) (ou Potato Dextrose Agar (PDA)) e
discos de meio BDA, com as estruturas dos fungos fitopatogénicos medindo 0,5 cm de diametro
foram depositadas no centro de cada placa (figura 4.6).

As placas foram incubadas a 28°C. Uma placa controle contendo apenas um disco com
micélio do fitopatdgeno sem o repique de isolados bacterianos foi utilizada para indicar o
momento de avaliar a inibicdo (momento em que o fungo atingiu as extremidades da placa),

realizada por meio de analise visual.

4.5.1 Técnica de cultura pareada ou pareamento direto in vitro
Nesta segunda etapa do ensaio de antagonismo, discos contendo cerca de 0,5cm de
didametro cortados de placas de Petri contendo os fungos fitopatogénicos ja cultivados em meio
BDA foram colocados em um dos lados de uma outra placa de Petri e, do outro lado, os isolados

bacterianos rizosféricos selecionados na selecdo massal foram inoculados com o auxilio de um
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palito descartavel e esterilizado, de acordo com o método da cultura pareada ou pareamento
direto (MARIANO, 1993; ASSUMPCAO et al., 2009; SILVA, 2015). O ensaio foi realizado
em triplicata. Para a avaliacdo, foram efetuadas medicGes do didmetro das colbnias, em trés
sentidos diametralmente opostos, com auxilio de um paquimetro, definindo-se uma média para
cada colbnia (Figura 4.1). A percentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC) foi
calculada pela formula de Menten et al. (1976), onde: PIC = [(didmetro médio do controle —
diametro médio do tratamento) / didmetro médio do controle] x 100. Os tratamentos onde nao

houve inibicao de crescimento micelial receberam valor igual a zero.

Figura 4.1: Pareamento direto Burkholderia territorii (endofitico) vs Phytophtora sojae (fitopatégeno), agente
causador da “podridao-de-fitoftora” da soja, com as medidas utilizadas para o cdlculo de percentual de inibigdo micelial
(PIC), onde: X2’ e X2” (amarelo) correspondem as medidas tomadas para o célculo do diametro micelial médio e X1
(vermelho) corresponde a medida relativa a distancia média de inibicdo do crescimento micelial. Fonte: autor.

4.6 Antibiose frente a patogenos humanos

O método do bloco de gelose é derivado do método sobrecamada (PUGSLEY, 1987) no
qual, ap6s a aplicacéo de blocos de dgar com isolados rizobacterianos ali cultivados, o composto
bioativo sintetizado se difunde pelo proprio agar para o meio de cultura inoculado previamente
com um patdgeno, a fim de verificar se 0 microrganismo do bloco de 4gar produz ou nédo
antibiose.. Para este ensaio foram utilizados os patdgenos clinicos Staphylococcus aureus
ATCC 25922; Escherichia coli ATCC 25923 e Candida albicans ATCC 10231, que foram
reativados em meio Triptona Soja Agar (TSA), por 24-48 h a 37 °C. Depois da reativagio,
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foram espalhados na superficie de placas contendo meio TSA com o auxilio de swab. Apds o
surgimento de uma camada microbiana formada pelas colénias homogéneas do patogeno,
foram adicionados os blocos de agar de vinte e seis isolados, selecionados por seus
desempenhos nos testes de promocéo de crescimento diretos (FBN, SF e producéo de AIA) e,

também, por identificacdo visual de antibiose entre si durante outros testes.

4.7 ldentificacdo molecular dos isolados bacterianos

4.7.1 Extragdo de DNA bacteriano
Os isolados foram retirados do estoque a -80°C, transferidos para meio de cultura TSA
10% solido e incubados a 28°C, até o aparecimento de col6nias isoladas. Em seguida, 0s
mesmos foram repicados em meio liquido TSB 100% por 48 horas a 28°C, sob agitacdo
constante (150 rpm). A cultura bacteriana foi, entdo, centrifugada por 10 minutos a 10.000 g e
0s DNAs extraidos com o Bacteria DNA Preparation Kit, da Cellco (Cellco Biotec do Brasil

Ltda., Sdo Paulo, Brasil), de acordo com as especificacdes do fabricante.

4.7.2 Amplificagdo do gene 16s rDNA pela reacéo de PCR

A amplificacéo do gene 16S rDNA dos isolados foi realizada pela técnica de reacdo em
cadeia de polimerase (PCR), com volume de 50 plL, com 2 uL de DNA-molde
(aproximadamente 20 ng), 0,2 uM dos iniciadores V3F (5
CCAGACTCCTACGGGAGGCAG-3’) e V6R (57 ACATTTCACAACACGAGCTGACGA-
3’), 200 uM de cada dCTP, dGTP, dATP e dTTP; 3,75 mM de MgCly, 2,5 U de Tag DNA
polimerase e 1x tampéo de Taq DNA polimerase. A PCR serd realizada em termociclador, que
sera programado para gerar desnaturacdo inicial de 4 minutos a 94°C, seguida de 35 ciclos de
30 s a 94°C, 1 minuto a 62,5°C, 1 minuto a 72°C, e uma extenséo final de 7 minutos a 72°C. A
amplificacdo do fragmento de aproximadamente 1.400 pb serd confirmada por eletroforese em
gel de agarose (1,2%) juntamente com o marcador de peso molecular 1 Kb DNA.

4.7.3 Purificacdo do DNA, sequenciamento, edi¢éo e anélise das sequéncias
Os fragmentos do gene 16S rDNA amplificados foram purificados por meio do
QIAquick® PCR purification Kit (QIAGEN, Hilden, Germany), de acordo com as
especificacbes do fabricante e encaminhadas para o sequenciamento, no laboratorio
Multiusuarios Biomol, localizado no Departamento de Ciéncias Bioldgicas da Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas da UNESP, campus Araraquara. As sequéncias obtidas a partir do gene
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16S rDNA foram utilizadas para identificagdo dos isolados nos bancos de dados do NCBI
(National Center for Biotechnology Information — http://ncbi.nlm.nih.gov), por meio do Blastn.
Serdo consideradas sequéncias com dissimilaridade menor ou igual a 3% com as do banco de
dados. As sequencias obtidas a partir do sequenciamento seréo utilizadas para identificacdo dos
isolados, em andlise realizada pelo software MEGA X (KUMAR et al., 2018), onde as
sequencias sdo comparadas a sequencias-tipo com base nos resultados observados no BLASTn.
Estas sequencias foram obtidas nas bases de dados do NCBI. O dendograma foi construido com
base no alinhamento realizado pelo Muscle (EDGAR, 2004) que, posteriormente, foi convertido
numa matriz de distancia determinada pelo pardmetro Maximum Composite Likelihood
(TAMURA, NEI, KUMAR, 2004), sendo agrupada pelo método de Neighbor-Joining
(SAITOU; NEI, 1987).
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5. RESULTADOS

5.1 Selecéo de rizobactérias com potencial para promocao de crescimento vegetal
Foram obtidos 131 isolados, os quais foram avaliados quanto a capacidade de fixacéo
de nitrogénio, producdo de AIA e solubilizacéo de fosfato, conforme apresentado na Tabela
5.1. Para os ensaios de antibiose a patdgenos de importancia clinica foram selecionados os
melhores isolados nestes testes anteriores (fixacdo biologica de nitrogénio, solubilizacdo de
fosfato, producdo de AlA e atividade enzimatica). Para o ensaio de pareamento direto frente a
fungos fitopatogénicos foram selecionados os melhores isolados do teste de selegdo massal.

Tabela 5.1 Avaliacéo de indicadores de promogéo de crescimento vegetal in vitro analisados para os
isolados rizobacterianos associados a Solanum lycocarpum St. Hil.

Identificacdo Codigo dos NFb Fosfato Fosfato AlA
isolados Quantitativo Qualitativo (uG.mL1)
(I1SF)

1 T1LRZ1 - 3,143 + 106,04
2 T1LRZ2 - - - 7,23
3 T1LRZ3 - - - 4,62
4 T1LRZ4 - - - 4,47
5 T1LRZ5 - - - 2,90
6 T1LRZ6 - 3 + 81,86
7 T1LRZ7 + - - 3,20
8 T1LRZS8 - - - 4,62
9 T1LRZ9 - - - 16,71
10 T1LRZ10 - - - 5,29
11 T1LRZ11 - - - 8,95
12 T1LRZ12 - - - 2,75
13 T1LRZ13 - - - 14,69
14 T1LRZ14 - - + 13,20
15 T1LRZ15 - - - 1,63

Continua



32

Tabela 5.1: Avaliagdo de indicadores de promocé&o de crescimento vegetal in vitro analisados para

os isolados rizobacterianos associados a Solanum lycocarpum St. Hil. (continuagéo)

Identificacdo Codigo dos Fosfato AlA
isolados Quantitativo Qualitativo (MG.mL™1)
(ISF)

16 T1LRZ16 - 6,86
17 T1LRZ17 - 2,68
18 T1LRZ18 - 9,84
19 T1LRZ19 - 5,29
20 T1LRZ20 - 4,17
21 T1LRZ21 - 6,86
22 T1LRZ22 1,167 14,69
23 T1LRZ23 - 3,35
24 T1LRZ24 - 6,71
25 T1LRZ25 - 0,07
26 AlLRZ1 2,571 11,93
27 AlLRZ?2 - 2,46
28 Al1LRZ3 2,75 7,23
29 AlLRZ4 3,143 108,72
30 AlLRZ5 - 0,96
31 AlLRZ6 - 0,51
32 AlLRZ7 3,167 106,71
33 AlLRZS8 - 0,29
34 Al1LRZ9 - 5,89
35 Al1LRZ10 - 32,98
36 AlLRZ11 2,91 0,51
37 AlLRZ12 - 0,66
38 Al1LRZ13 - 3,50

Continua
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Tabela 5.1: Avaliagdo de indicadores de promocé&o de crescimento vegetal in vitro analisados para
os isolados rizobacterianos associados a Solanum lycocarpum St. Hil. (continuagéo)

Identificacdo Codigo dos NFb Fosfato Fosfato AlA
isolados Quantitativo Qualitativo (MG.mL™1)
(ISF)

39 AlLRZ14 - 3,571 + 134,10
40 AlLRZ15 + 1,25 + 33,95
41 Al1LRZ16 + - + 9,99
42 AlLRZ17 - 1,571 + 11,71
43 AlLRZ18 - - - 0,51
44 AlLRZ19 - - + 22,98
45 AlLRZ20 - - - 5,59
46 AlLRZ21 - 1,143 + 33,35
47 T2LRZ1 + - - 3,87
48 T2LRZ2 - - + 6,26
49 T2LRZ3 - - + 0,51
50 T2LRZ4 - - - 7,23
51 T2LRZ5 + - - 2,90
52 T2LRZ6 - - - 4,32
53 T2LRZ7 - - + 4,47
54 T2LRZ8 - - - 1,49
55 T2LRZ9 - 1,125 + 3,87
56 A2LRZ1 - - - 5,74
57 A2LRZ2 + 2,714 + 24,02
58 A2LRZ3 - - - 3,95
59 A2LRZ4 - - + 0,51
60 A2LRZ5 - - - 5,51
61 A2LRZ6 - - - 5,96

Continua
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Tabela 5.1: Avaliagdo de indicadores de promocé&o de crescimento vegetal in vitro analisados para
os isolados rizobacterianos associados a Solanum lycocarpum St. Hil. (continuagéo)

Identificacdo Codigo dos NFb Fosfato Fosfato AlA
isolados Quantitativo Qualitativo (MG.mL™1)
(ISF)
62 A2LRZ7 - 2,222 + 15,96
63 A2LRZS8 + 4,571 + 1,93
64 T3LRZ1 + - + 1,26
65 T3LRZ2 + - - 8,13
66 T3LRZ3 + - - 6,93
67 T3LRZ4 - 4,77 + 78,13
68 T3LRZ5 - - - 83,05
69 T3LRZ6 - - + 90,96
70 T3LRZ7 + 1,125 + 4,25
71 T3LRZ8 + - - 0,51
72 T3LRZ9 + 2,667 + 2,46
73 T3LRZ10 + - - 5,89
74 T3LRZ11 + - + 3,20
75 A3LRZ1 - - - 0,51
76 A3LRZ2 + 3,285 + 3,50
77 A3LRZ3 - - - 31,26
78 A3LRZ4 - - + 2,60
79 A3LRZ5 + 4,833 + 2,46
80 A3LRZ6 - - + 4,47
81 A3LRZ7 - - + 7,16
82 A3LRZS8 - - - 10,59
83 A3LRZ9 - - - 4,47
84 A3LRZ10 + - - 3,65

Continua
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Tabela 5.1: Avaliagdo de indicadores de promocé&o de crescimento vegetal in vitro analisados para

os isolados rizobacterianos associados a Solanum lycocarpum St. Hil. (continuagéo)

Identificacdo Codigo dos Fosfato AlA
isolados Quantitativo Qualitativo (MG.mL™1)
(ISF)
85 A3LRZ11 4 5,29
86 T1LRZ26 - 3,13
87 T1LRZ27 - 5,29
88 T1LRZ28 - 1,26
89 T1LRZ29 - 4,47
90 T2LRZ10 - 7,01
91 T2LRZ11 1,423 9,02
92 T2LRZ12 - 10,81
93 T3LRZ12 - 15,22
94 T3LRZ13 - 0,51
95 T3LRZ14 - 1,26
96 AlLRZ22 3,143 3,57
97 AlLRZ23 - 8,35
98 AlLRZ24 1,143 81,86
99 AlLRZ25 1,115 84,10
100 AlLRZ26 - 0,51
101 AlLRZ27 1,167 4,40
102 A2LRZ29 - 10,51
103 A2LRZ30 - 0,51
104 A2LRZ31 - 0,96
105 A2LRZ32 - 0,51
106 A3LRZ16 - 0,51
107 A2LRZ33 - 5,89

Continua
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Tabela 5.1: Avaliagdo de indicadores de promocé&o de crescimento vegetal in vitro analisados para
os isolados rizobacterianos associados a Solanum lycocarpum St. Hil. (continuagéo)

Identificagdo Cdédigo dos NFb Fosfato Fosfato AlA
isolados Quantitativo Qualitativo (MG.mL™1)
(1SF)
108 AlLRZ29 - - + 17,75
109 A3LRZ12 + - + 29,77
110 A3LRZ13 - - - 9,47
111 A3LRZ14 - - - 0,51
112 A3LRZ15 + 1,117 + 5,07
113 AlLRZ28 + 1,333 + 6,11
114 A3LRZ17 + 1,5 + 8,05
115 T2LRZ13 - - - 9,47
116 T3LRZ15 + 1,143 + 5,14
117 T3LRZ16 - - - 81,86
118 Al1LRZ30 + 1,25 + 11,19
119 AlLRZ31 + 1,167 + 38,57
120 AlLRZ32 + 4,384 + 4,32
121 A2LRZ34 - - - 0,51
122 A3LRZ18 + - - 56,49
123 A3LRZ19 - - + 7,68
124 Al1LRZ33 - - - 0,51
125 AlLRZ34 - - - 7,01
126 T2LRZ14 - - - 0,37
127 A2LRZ35 - - - 3,05
128 T3LRZ17 - - - 5,81
129 A3LRZ20 - - - 3,43
130 A3LRZ21 - - - 0,51
131 A2LRZ36 - - - 0,51

Fonte: tabela elaborada pelo autor.
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5.1.1 Fixacao bioldgica de nitrogénio - FBN
Dentre os cento e trinta e um isolados rizobacterianos avaliados, quarenta e dois (32,1%)
foram capazes de crescer e formar pelicula em meio de cultura semissolido livre de nitrogénio,

como demonstrado na Figura 5.1, indicando o potencial de FBN.

Figura 5. 1 Controle negativo (a esg.) e isolado positivo pra FBN (a dir.). A presenca da pelicula (indicada
pela seta vermelha) mostra a realizagdo de FBN pelo microrganismo. Sua falta (seta preta) indica a auséncia dessa
capacidade. Fonte: autor

5.1.2 Producéo de acido indol acético
Todos os isolados rizobacterianos avaliados foram capazes de produzir AlA, tornando
a coloracédo do sobrenadante vermelho-résea (Figura 5.2), com valores variando de 0,07 ug.mL"
1 até 134,1 pg.mL? (tabela 1). Os valores obtidos neste estudo foram comparados com os
resultados obtidos por meio de curva padrdo, calculada com base em doses conhecidas do
hormdnio sintetizado (Sigma), nas concentra¢fes de 5, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 e 200
ng.mL?t,

Figura 5. 2 Quantificagdo de acido indol acético em isolados positivos para a sintese. Fonte: autor.
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5.1.3 Solubilizac¢éo de fosfato

Dos cento e trinta e um isolados rizobacterianos avaliados quanto & capacidade de
solubilizag&o de fosfato em meio sdlido contendo CaHPO4, sessenta isolados apresentaram halo
em torno das colbnias (Figura 5.3) representando 45,8% do total de isolados testados e
indicando o potencial de solubilizacdo de fosfato pelos mesmos. Destes, foram selecionados 0s
isolados que possuiam os halos mais robustos para a avaliacdo quantitativa da solubilizac&o de
fosfato, de acordo com Silva Filho e Vidor (2000), classificando os isolados em trés classes:
Isolados com baixo potencial de solubilizacdo (ISF<2), com médio potencial de solubilizacao
(2<ISF<3) e com alto potencial de solubilizagdo (ISF>3). Os isolados T1LRZ1, T1LRZ6,
T3LRZ4, A1LRZ4, A1LRZ7, A1LRZ14, A1LRZ22, A1LRZ32, A2LLRZ8, A3LRZ2, A3LRZ5
e A3LRZ11 apresentaram alto potencial de solubilizacdo (ISF>3). Os isolados T3LRZ29,
AlLRZ1, A1LRZ3, A1LRZ11, A2LRZ2 e A2LRZ7 potencial médio. O restante dos isolados
apresentou baixo potencial.

Figura 5. 3 Halo transltcido ao redor da coldnia indica processo de solubilizacdo de fosforo. Dc: diametro da
colénia. Dh: diametro do halo. Fonte: Abreu (2016).

5.2 Producéo enzimatica
Devido a perdas no processo de armazenamento, foram avaliados quanto ao potencial
de producdo enzimaticas apenas cento e doze isolados. Foram considerados positivos aqueles
que apresentaram halos de degradacéo caracteristicos para cada enzima (Figura 5.4), conforme

descrito no item 4.4.
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Figura 5. 4 As setas indicam a atividade enzimatica, com formacao de halo; sendo A) produgéo de amilase,
B) de celulase, C) de esterase, D) de lipase, E) de pectinase e F) de protease. Fonte: Machado (2015).

Dentre os isolados bacterianos avaliados, quarenta e oito (42,9% dos isolados avaliados)
apresentaram atividade amilolitica, quarenta e oito (42,9% dos isolados avaliados)
apresentaram atividade celulolitica, cinquenta e trés (47,3% dos isolados avaliados)
apresentaram atividade esterolitica, trinta e um (27,7% dos isolados avaliados) apresentaram
atividade lipolitica, para a atividade pectinolitica vinte e cinco (22,3% dos isolados avaliados)
apresentaram atividade enzimatica da poligalacturonase, quarenta e cinco isolados para pectato
liase (40,2% dos isolados avaliados) e sessenta e oito (60,7% dos isolados avaliados)

apresentaram atividade proteolitica conforme descrito na Tabela 5.2.
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Tabela 5.2 Perfil enzimético dos isolados rizobacterianos associados a Solanum lycocarpum St. Hil.

N° do Codigo do Pectato Poli-

Protease Lipase Esterase Celulase Amilase

isolado isolado liase galacturonase

1 T1LRZ1 + - - - - - -
2 T1LRZ2 + - - - - + -
3 T1LRZ3 + - - + - - +
4 T1LRZ4 + - - + - + +
5 T1LRZ5 + + - + - + -
6 T1LRZ6 - - - + - + -
7 T1LRZ7 - + + + - - +
8 T1LRZS8 + - ; . - + ;
9 T1LRZ9 + + - + - + +
10 T1LRZ10 + - + + - + +
11 T1LRZ11 + - + + - + +
12 T1LRZ12 + - + + - + +
13 T1LRZ13 + - - - - + -
14 T1LRZ14 - + + + + - +
15 T1LRZ15 + - - - - + -
16 T1LRZ16*

17 T1LRZ17 + - + + - + +
18 T1LRZ18 - - - - - - -
19 T1LRZ19 + - + + + + +
20 T1LRZ20 + - - - - + -
21 T1LRZ21 + - + + + - +
22 T1LRZ22 + + + + - - +
23 T1LRZ23 + - - - - + -
24 T1LRZ24 + - + + + + -
25 T1LRZ25 + - - + + + -
26 AlLRZ1 + + + + - - -
27 AlLRZ2 - + - + - - -
28 AlLRZ3 - - - - - - -
29 AlLRZ4 - + + - - - -
30 AlLRZ5*

31 AlLRZ6*

32 AlLRZ7 + - - - - - -
33 A1LRZ8 - - + - - - -
34 A1LRZ9 + - + + - - -

Continua
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Tabela 5.2: Perfil enzimatico dos isolados rizobacterianos associados a Solanum lycocarpum St. Hil.

(continuacéo)

i:i)ol :(;)o Ci%ilg‘%go Protease Lipase Esterase Plei(;c:eto galacptfjlric-)nase Celulase  Amilase
35 AlLRZ10 + - + - - - -
36 AlLRZ11 + + + - - - -
37 AlLRZ12*

38 Al1LRZ13 - - + - - - -
39 AlLRZ14 - - + - - - -
40 AlLRZ15 - - - - - + -
41 AlLRZ16*

42 AlLRZ17 + - - - + - -
43 AlLRZ18*

44 Al1LRZ19 - + - + + + +
45 Al1LRZ20 - - - - - - -
46 AlLRZ21 - - - - - - -
47 T2LRZ1 + + - + + + -
48 T2LRZ2 + - - + - + -
49 T2LRZ3*

50 T2LRZ4 + - - _ - + -
51 T2LRZ5 + - - + - - -
52 T2LRZ6 + - - - - - -
53 T2LRZ7 + - + + + - T
54 T2LRZ8 + - + - + + _
55 T2LRZ9 + + + - + + +
56 A2LRZ1 - - - - _ - +
57 A2LRZ2 + - + - - - -
58 A2LRZ3 + - - + - - -
59 A2LRZ4*

60 A2LRZ5 + - - - - - -
61 A2LRZ6 + - - + - - +
62 A2LRZ7 - + + + + - +
63 A2LRZ8 + + + - - - -
64 T3LRZ1*

65 T3LRZ2 - + + - - - -
66 T3LRZ3*

67 T3LRZ4 + - - + - - -

Continua
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Tabela 5.2: Perfil enzimatico dos isolados rizobacterianos associados a Solanum lycocarpum St. Hil.

(continuacéo)

i:i)ol :(;)o Ci%ilg‘%go Protease Lipase Esterase Plei(::eto galacptzlric-)nase Celulase  Amilase
68 T3LRZ5 - - - - 3 5 -
69 T3LRZ6*

70 T3LRZ7 + + + - + + +
71 T3LRZ8*

72 T3LRZ9 + - + + n " "
73 T3LRZ10 + - - - - + -
74 T3LRZ11 + + + + + + +
75 A3LRZ1*

76 A3LRZ2 - - + - - - -
77 A3LRZ3*

78 A3LRZ4 - + + + T : "
79 A3LRZ5 - + + - - R N
80 A3LRZ6 + + - + ¥ " N
81 A3LRZ7 - - - - - - -
82 A3LRZ8 - - - - - _ +
83 A3LRZ9 + - + - - + +
84 A3LRZ10 + - + - - + n
85 A3LRZ11 + + + - - - -
86 T1LRZ26 + R - - - + -
87 T1LRZ27 + - - - - + -
88 T1LRZ28 + - + - + + n
89 T1LRZ29 - - - - N B :
90 T2LRZ10 - - + - - - -
91 T2LRZ11 - + - + + + +
92 T2LRZ12 - - - - - B :
93 T3LRZ12 - - + R - - +
94 T3LRZ13*

95 T3LRZ14 + - + + - + +
96 Al1LRZ22 + + + i - ¥ n
97 AlLRZ23 - - - - + R N
98 A1LRZ24 + - - + - + "
99 AlLRZ25 + - - - - - -

Continua
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Tabela 5.2: Perfil enzimatico dos isolados rizobacterianos associados a Solanum lycocarpum St. Hil.

(continuacéo)

i:i)ol :c?o Ci%ilg‘%go Protease Lipase Esterase Pleic;::o galacptfjlric-)nase Celulase  Amilase
100 AlLRZ26 - - - - - + +
101 Al1LRZ27 - - - - - - -
102 A2LRZ29 - + + - - - -
103 A2LRZ30 + - + + - + +
104 A2LRZ31 - - - - - - -
105 A2LRZ32 + - - + - + +
106 A3LRZ16 + - + + - + +
107 A2LRZ33 + - - + - + +
108 AlLRZ29 - - + - + + +
109 A3LRZ12 - - - - + - +
110 A3LRZ13 - - - - - - -
111 A3LRZ14 - + + + - - +
112 A3LRZ15 - + + + + - +
113 AlLRZ28 + + + + - + +
114 A3LRZ17 + - + - - - -
115 T2LRZ13 - + + - - - +
116 T3LRZ15 - - + - - + +
117 T3LRZ16 - - - - - - -
118 Al1LRZ30 + - + - + + +
119 AlLRZ31 - - - - - - -
120 AlLRZ32 + + + - - - -
121 A2LRZ34 - - - - - - -
122 A3LRZ18 - - - - - - -
123 A3LRZ19 + + + + + - +
124 Al1LRZ33*

125 AlLRZ34 + - - - - - -
126 T2LRZ14 + - - - - - -
127 A2LRZ35 + + - + - - +
128 T3LRZ17*
129 A3LRZ20*
130 A3LRZ21 + - + - - ¥ ¥
131 A2LRZ36*

*1solados perdidos durante o processo de armazenamento.

Fonte: tabela elaborada pelo autor.
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As porcentagens totais de atividade enzimética de todos os isolados rizobacterianos
testados sdo apresentados na figura 5.5.
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Figura 5. 5 Perfil enzimatico das rizobactérias associadas a Solanum lycocarpum st. Hil. Fonte: autor.

5.3 Antagonismo contra fungos fitopatogénicos
Dos cento e trinta e um isolados avaliados contra os fungos fitopatdgenos, 50%
apresentaram alguma atividade antagénica (Figura 5.6) contra o fungo FP1, 58% contra FP2,
38% contra FP3, 40% contra FP4, 52% contra FP5, 61% contra FP6, 23% contra FP7, 46%
contra FP8, 50% contra FP9, 31% contra FP10, 33% contra FP11, 47% contra FP12, 32% contra
FP13 e 46% contra FP14.

Figura 5. 6 Selecdo massal, mostrando controle (no qual somente o micélio do fungo foi inoculado na placa, a
esquerda de cada imagem) e tratamento (inoculagédo do fungo juntamente com os isolados bacterianos, & direita de cada
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imagem), evidenciando atividade antag6nica. A: Alternaria alternata. B: Sclerotinia sclerotiorium. C: Sphaceloma sp. D:
Fusarium proliferatum. Fonte: autor.

Os dez isolados que apresentaram atividade antagdnica contra 0 maior nimero de
fungos fitopatogénicos foram selecionados para a etapa de pareamento direto. Os resultados da

porcentagem de inibicdo micelial sdo mostrados na tabela 5.3.

Tabela 5.3 Porcentagem de inibicdo micelial (PIC) em %. Nas ordenadas, FP1: Sclerotinia
sclerotiorium, FP2: Moniliophthora perniciosa, FP3: Fusarium solani, FP4: Fusarium oxysporum (ATTCC
2163), FP5: Sphaceloma sp. (CNPUV 102), FP6: Ceratocystis paradoxa, FP7: Alternaria alternata, FP8:
Fusarium proliferatum FP9: Colletotrichum sp., FP10: Fusarium verticillioides, FP11: Fusarium oxysporum
(isolado de feijao), FP12: Fusarium oxysporum (isolado de algoddo), FP13: Phytophthora sojae e FP14:
Rhizopus microsporus. Na abscissa estdo o codigo dos dez isolados selecionados para o teste.

T1LRZ14 Al1LRZ4 AI1LRZ19 A2LRZ7 T3LRZ7 T3LRZ9 A3LRZ5 A3LRZ11 Al1LRZ30 AlLRZ32

FP1 0,0 40,0 25,0 25,0 46,7 48,3 46,7 33,3 46,7 43,3
FP2 1,3 32,9 45,4 1,3 34,9 42,8 42,8 40,8 46,7 42,8
FP3 36,4 46,6 49,5 43,2 49,0 49,5 44,7 49,0 47,6 47,6
FP4 21,1 35,5 21,1 27,0 32,9 49,3 46,7 46,7 46,7 41,4
FP5 33,3 45,0 30,0 50,0 46,7 45,0 41,7 41,7 45,0 50,0
FP6 0,0 40,0 25,0 25,0 46,7 48,3 46,7 33,3 46,7 43,3
FP7 34,4 43,8 43,8 46,9 36,3 6,3 47,5 43,8 49,4 45,6
FP8 25,0 43,3 33,3 36,7 45,0 50,0 41,7 46,7 48,3 50,0
FP9 43,3 33,3 36,7 45,0 40,0 45,0 41,7 48,3 46,7 48,3
FP10 40,8 36,7 41,7 41,7 50,0 43,3 38,3 31,7 48,3 41,7
FP11 43,3 33,3 36,7 45,0 40,0 45,0 41,7 48,3 46,7 48,3
FP12 16,7 46,7 50,0 45,0 16,7 33,3 48,3 41,7 48,3 38,3
FP13 21,1 47,4 47,4 11,2 29,6 29,6 49,3 29,6 25,7 46,7
FP14 21,1 47,4 47,4 11,2 29,6 29,6 49,3 29,6 25,7 46,7

Fonte: tabela elaborada pelo autor.

5.4 Antibiose frente a patdgenos de interesse clinico
Vinte e seis isolados foram avaliados quanto ao potencial de antibiose frente a
Candida albicans, Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Foram considerados positivos 0s

isolados bacterianos que apresentaram halo de inibicdo visivel nas placas-teste (Figura 5.7).
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Figura 5.7 Antibiose de Bacillus subtilis contra Escherichia coli, evidenciada pelo halo em volta do bloco de
gelose indicado pela seta vermelha. Fonte: autor.

Destes, dois isolados (7,7% do total de isolados testados) apresentaram antibiose contra
C. albicans, trés (11,5%) contra S. aureus e doze (46%) contra E. coli, como mostrado na Tabela
5.4.

Tabela 5.4 Antibiose contra patégenos de interesse clinico

Codigo ] o
d Staphylococcus Candida Escherichia
0

) aureus albicans coli

isolado
T1LRZ14 - - -
AlLRZA4 + + +
Al1LRZ15 - - -
AlLRZ19 - - +
A2LRZ2 - - -
A2LRZ7 - - -
T3LRZ7 - - +
T3LRZ9 - - +

Continua
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Tabela 5.4: Antibiose contra patdgenos de interesse clinico (continuacéo)

Codigo do Staphylococcus Candida Escherichia

isolado aureus albicans coli
A3LRZ2 - - -
A3LRZ5 - - +
A3LRZ11 - - +
T2LRZ11 - - -
AlLRZ22 - - -
AlLRZ25 - - -
AlLRZ27 - - -
A2LRZ29 - - -
A2LRZ30 - - +
A3LRZ16 - - +
A3LRZ15 - - -
AlLRZ28 - - -
A3LRZ17 - - -
A1LRZ30 + - +
AlLRZ31 - - -
AlLRZ32 + + +
A3LRZ19 - - +
A2LRZ35 - - +

Fonte: tabela elaborada pelo autor.

5.5 Sequenciamento
Sete isolados foram sequenciados e identificados, apos amplificacdo da sequéncia do
gene 16S rDNA (Figura 5.8) pelo critério de melhor desempenho nos ensaios de promotores de

crescimento vegetal.
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Figura 5.8 Gel de confirmagéo da amplificagdo do fragmento do gene 16S, indicados pelas setas. Fonte:
autor.

As sequéncias obtidas foram comparadas com sequéncias do GenBank através do
programa BLASTn (NCBI — www.ncbi.nih.gov). As linhagens correspondentes sdo mostradas

na Tabela 5.5.

Tabela 5.5 Identificac@o dos melhores isolados por sequenciamento parcial do gene 16S

Cddigo do Espécie
isolado
bacteriano
A3LRZ11 Burkholderia territorii
AlLRZ27 Microbacterium lemovicicum
T3LRZ7 Bacillus subtilis
A2LLRZ35 Bacillus toyonensis
A2LRZ2 Bacillus toyonensis
A2LLRZ30 Bacillus bingmayongensis
AlLRZ22 Bacillus marcorestinctum

Fonte: tabela elaborada pelo autor.


http://www.ncbi.nih.gov/
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6. DISCUSSAO

6.1 Ensaios de promocao de crescimento por mecanismos diretos

Rizobactérias ja sdo descritas como promotoras de crescimento vegetal devido a
capacidade em fixar nitrogénio atmosférico, solubilizar fosfato e produzir auxinas (VERMA,;
LADHA; TRIPATHI, 2001; BRADER et al., 2014; GUPTA et al., 2015; BATISTA et al.,
2018).

Diante de um grande numero de isolados rizobacterianos obtidos, o presente estudo foi
baseado em técnicas in vitro para a selecdo de linhagens promissoras para promog¢do de
crescimento e producgdo de enzimas. Tais técnicas fornecem uma base para a sele¢éo inicial de
bactérias promotoras de crescimento de plantas e que poderao ser utilizadas testes futuros sob
condigdes in vivo (CASTRO, 2011; SILVA, 2015; BATISTA et al., 2018).

Na agricultura, a FBN é explorada e se encontra comercialmente disponivel para muitas
culturas, como a soja, o feijdo e o milho, na forma de inoculantes. Estima-se uma economia
mundial de US$ 6 bilhdes anuais pela exploragdo da FBN em substituicdo a adubagéo
nitrogenada mineral (BRASIL, 2017). A utilizacdo dessas bactérias na agricultura possibilita,
também, a viabilizagdo de reflorestamentos e minimiza impactos ambientais decorrentes da
utilizacdo destes agroquimicos, como contaminacdo de aguas superficiais e subterraneas pela
lixiviagdo de nitrato (BARBIERI et. al., 1998; RAMBO et al., 2004).

No presente estudo foi constatado que 32,1 % dos isolados bacterianos avaliados
apresentaram a capacidade de fixar nitrogénio (Tabela 5.1), pela formacéo de pelicula em meio
semissdlido de NFb devido a migracdo das coldnias fixadoras para a localizacdo onde o
oxigénio dissolvido ndo prejudica a atividade na nitrogenase, sensivel a este elemento.
(BRASIL, 2005; PELZER, 2010).

Szilagyi-Zecchin et al., (2014), avaliaram sete isolados bacterianos endofiticos
associados ao milho, onde todos os isolados apresentaram resultado positivo para a formacéo
de pelicula em meio NFb semissélido, sendo um dos géneros Enterobacter e seis do género
Bacillus. Em estudos realizados por Machado (2015) com bactérias rizosféricas associadas ao
pinhdo-manso foram encontradas dez linhagens de Bacillus sp. com habilidade de fixar
nitrogénio in vitro. Linhagens bacterianas tais como Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, e
Pseudomonas tém sido isoladas da rizosfera e também de raizes e partes aéreas do pinhdo-
manso. Tais géneros vém sendo relatado de forma recorrente como fixadores de nitrogénio
(AHEMAD e KIBRET, 2014; MOREIRA et al., 2010; XIE e YOKOTA, 2005), corroborando

com 0s géneros encontrados neste estudo.
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Mais de 80% das bactérias isoladas da rizosfera sdo aptas a produzir o &cido indol
acético (AlA) a partir do precursor triptofano presente nos exsudatos liberados pelas raizes,
estimulando a sintese de auxinas na rizosfera (GRACAS et al., 2015). No presente estudo foi
observado que todas as rizobactérias avaliadas foram capazes de sintetizar o AlA, destacando-
se os isolados A1LRZ14, A1LRZ4, A1LRZ7 e TILRZ1 com valores de 134,1 pg.mL?, 108,7
ug.mL?, 106,7 ng.mL?! e 106.mL™2, respectivamente.

Né&o se conhece uma faixa de quantidade de AlA benéfica ou toxica que seja comum a
todas as plantas e o efeito dessas quantidades pode ser variavel (TAIZ e ZAIGER, 2009).

Batista et al. (2018) isolou duas linhagens da rizosfera do guarana, uma de Bacillus sp.
(produzindo 67,4 pg.mL™Y) e outra de Burkholderia sp. (produzindo 175 pg.mL™?) sendo que
ambas foram capazes de promover o crescimento do milho. Etesami, Alikhani e Hosseini
(2015) discorreram sobre rizobactérias promotoras de crescimento vegetal encontradas na
rizosfera, rizoplano e nichos endofiticos que podem produzir AIA e apoiar o crescimento das
plantas. Machado (2015) relatou sobre duas linhagens de Bacillus sp. produzindo valores de
47,07 pg.mL? e 48,45 ng.mL, respectivamente, e duas linhagens de Microbacterium sp. com
valores de 51,90 pug.mL? e 56,34 nug.mL™, respectivamente, evidenciando novamente a
confiabilidade dos géneros identificados no presente estudo.

Entre os géneros bacterianos que séo conhecidos pela capacidade de solubiliza¢do de
fosfato inorgénico, estdo os géneros Agrobacterium, Arthrobacter, Azotobacter, Bacillus,
Beijerinckia, Burkholderia, Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium, Microbacterium,
Pseudomonas, Rhizobium, Rhodococcus e Serratia (VERMA; LADHA, 2001; GRACAS et al.,
2015).

Machado (2015) avaliou linhagens bacterianas endofiticas, isoladas do pinh&o-manso,
pertencentes ao género Bacillus e Citrobacter e essas linhagens mostraram um alto indice de
solubilizacdo de fosfato. Andrade (2012), relata seis diferentes espécies de Bacillus sp. capazes
de solubilizar fosfato de célcio com indices de solubilizacdo de fosfato (ISF) variando de 0,42
a 2,28. Chauhan et al. (2013) avaliaram, in vivo, o efeito positivo de quatro linhagens de
rizobactérias solubilizadoras de fosfato (dos géneros Bacillus sp. e Pseudomonas sp.) sobre o
desenvolvimento de cana-de-agucar pelo aumento da germinagéo (55 %), nimero de colmos
(20 %), altura (18 %), circunferéncia e peso de colmos (8 e 51 %, respectivamente),
produtividade (39 %) e a porcentagem de acucares disponiveis (6 %), quando comparados ao
controle.

A importancia das bactérias solubilizadoras de fosfato ndo esta apenas no fato de

contribuir para o crescimento das plantas, mas também para reduzir a necessidade ou maximizar
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0 uso de fertilizantes manufaturados (QUECINE; BATISTA; LACAVA, 2014). No presente
estudo, 45,8 % dos isolados avaliados foram positivos para o ensaio de fosfato qualitativo e 12
isolados (9,2 %) apresentaram alto potencial de solubilizacdo (ISF>3) (entre eles, os isolados
identificados pertencentes aos géneros Bacillus, Burkholderia e Microbacterium sp.)

demonstrando, assim, seu potencial uso na agricultura.

6.2 Ensaios enzimaticos

A producdo de enzimas microbianas é considerada um dos principais setores da atual
biotecnologia industrial (ORLANDELLI et al., 2012). Bonatelli (2012) analisou bactérias
endofiticas isoladas de guaranazeiro da Amazoénia para atividade enzimatica e verificou um
total de 13,4 % dos isolados produzindo amilases, 14,8 % celulases, 19,9 % lipases, 20,8 %
esterases, 22,7 % pectinases e 44 % proteases. Para efeitos de comparacao, neste estudo a
atividade de amilase apareceu em 42,9 % dos isolados avaliados; de celulase, em 42,9 %;
esterase, 47,3 %; de lipase, 27,7 %; de poligalacturonase, 22,3 %; de pectato liase; 40,2 %); e,
por fim, 60,7 % dos isolados avaliados apresentaram atividade proteolitica.

Varios géneros como Aeromonas, Acinetobacter Bacillus, Burkholderia, Lactobacillus,
Micrococcus, Propionibacterium, Pseudomonas, Staphylococcus e Streptococcus tém se
destacado na producéo de lipases (LUZ et al., 2016; LIU e KOKARE, 2017; PAMPHILE et al.,
2017; PEREZ et al., 2019), corroborando com o estudo, ja que as linhagens de Bacillus subtilis
e Burkholderia territorii demonstraram essa atividade enzimatica.

As a-amilases secretadas por bactérias sdo mais termoestaveis que as de origem flngica,
sendo as secretadas pelo género Bacillus as mais termoestaveis, aumentando ainda mais a sua
aplicabilidade industrial (DELATORRE et al., 2010). No presente estudo, foi encontrada uma
linhagem de B. subtilis que demonstrou atividade amilolitica e que se mostra interessante para
estudos mais profundos.

O presente estudo do perfil enzimatico, in vitro, da microbiota rizosférica associada a
lobeira revelou que dentre as cento e doze rizobactérias avaliadas, noventa e nove (88,4 %)
foram capazes de mostrar pelo menos algum tipo das atividades enzimaticas testadas (Tabela
5.2), evidenciando a utilidade de rizobactérias encontradas no Cerrado como fonte de
bioprospeccéo de enzimas de interesse industrial, clinico e agricola, sendo interessante o estudo
mais aprofundado dessas enzimas, isolando-as, purificando-as e testando-as em parametros

especificos e sob diversas condicdes, para verificacdo da aplicabilidade biotecnologica.

6.3 Antagonismo a fungos fitopatogénicos
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Cerca de 85 % das doencas que atingem culturas de grande importancia econdmica sao
causadas por fungos (ZAMBOLIM, 2016). O género Fusarium compreende um grande e
heterogéneo grupo de fungos que provoca doengas em diversas plantas, tais como a soja
(Glycine max), tabaco (Nicotiana tabacum) e feijdo (Phaseolus vulgaris), reduzindo tanto a
qualidade como a quantidade dos seus produtos sendo, portanto, economicamente prejudicial
(MATARESE et al., 2012). Mendes et al. (2007) discorreu sobre bactérias endofiticas do
género Burkholderia, isoladas de cana-de-acucar que inibiam o crescimento de Fusarium
verticillioides; estudos in vitro demonstraram a atividade antagonista de Bacillus subtilis, um
dos isolados obtidos neste estudo, contra 0 mesmo fitopatégeno (FIGUEIREDO et al., 2010).

O uso de Bacillus subtilis, foi eficiente para o controle de F. oxysporum em Cicer
arietinum L. (grdo-de-bico), in vivo (MORADI et al., 2012) e F. solani em Lycopersicon
esculento L. (tomate), in vitro e in vivo (MORSY et al., 2009). Maciel et al., (2014) relatou
uma linhagem do género B. subtilis (UFV3918) promissora no biocontrole in vivo de F.
sambucinum. Em estudos realizados por Abdalla et al. (2014), foram encontrados vinte e sete
isolados de Bacillus com capacidade antagbnica contra o fitopatdégeno A. alternata.

Vaérias espécies de Bacillus sdo descritas como antagonistas de fungos fitopatogénicos
podendo ser usadas em programas de controle bioldgico (JUNIOR et al., 2002; VIEIRA et al.,
2016; FANTINEL et al., 2018). O género Bacillus apresenta grandes vantagens a outros
géneros bacterianos por seu rapido crescimento, sua auséncia de patogenicidade (na maioria
das espécies) e sua capacidade de formar esporos termotolerantes resistentes contra variacoes
de pH, a agroquimicos, fertilizantes e ao tempo de estocagem permitindo, portanto, sua
utilizacdo na formulacdo de bioprodutos estaveis e viaveis (BACKMAN; WILSON;
MURPHY, 1997; BATISTA et al., 2018).

No presente estudo, os isolados identificados como Bacillus subtilis (codigo T3LRZ7)
e Burkholderia territorii (cédigo A3LRZ11) demonstraram 6timos resultados de inibicao

micelial dos fungos fitopatogénicos testados (Tabela 5.3).

6.4 Antibiose a patdgenos clinicos
O uso indevido de antibidticos, em termos de aplicacdo e dosagem, é um fator que
contribui para o desenvolvimento linhagens de patdgenos resistentes a medicamentos. O
desafio no desenvolvimento de novos antibidticos eficazes contra estes patdgenos € identificar
novos compostos que possam neutralizar as fungdes de efluxo (LIN et al., 2015).
No presente estudo, o isolado identificado como Burkholderia teritorii apresentou

antibiose contra E. coli, sendo que esse género demonstra um potencial biotecnologico
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significativo como fonte de novos antibidticos e metabolitos secundarios bioativos ja descritos
pela literatura (DEPOORTER et al., 2016). Muthulakshmi e Uma (2019), estudaram a atividade
antimicrobiana de nanoparticulas de prata produzidas por Bacillus subtilis contra diversos
patdgenos multirresistentes a antibidticos, obtendo resultados positivos contra E. coli e S.
aureus, corroborando com os resultados apresentados pela linhagem de B. subtilis isolada neste
trabalho.

Bactérias rizosféricas e endofiticas de plantas medicinais do Cerrado constituem um
grande reservatorio de biodiversidade, mas ndo existem muitos estudos avaliando o potencial
destes microrganismos para a produgdo de novos antibioticos, apesar de se saber que varias
espécies ja descritas como produtoras de compostos bioativos possam ser encontradas neste
nicho (PIZA et al., 2015; PIZA et al., 2016; LACAVA SOUSA, 2016). Com os resultados
obtidos, destacando-se isolados que demonstraram antibiose frente aos trés patdgenos avaliados
que sdo comumente associados a infecgdes hospitalares, espera-se estimular trabalhos mais
aprofundados nessa linha de pesquisa, até mesmo com estes isolados, de forma a desenvolver

solucgdes para este grande problema da satde mundial.
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7. CONCLUSOES

As bactérias pertencentes aos géneros Bacillus , Burkholderia e Microbacterium
isoladas da rizosfera de Solanum lycocarpum st. Hil. possuem potencial in vitro para a
promocao do crescimento vegetal tanto direto quanto indireto (antagonismos);

Do total de cento e doze isolados avaliados, 88,4 % mostraram algum tipo de atividade
enzimatica, destacando-se as atividades de protease, amilase, esterase e celulase que ocorreram
em mais de 40% dos isolados;

Neste estudo foram obtidos isolados capazes de mostrar antibiose contra C. albicans, S.

aureus e E. coli, patdégenos frequentemente encontrados em infeccbes hospitalares.
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