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Resumo

O presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial de bactérias, na promogao de crescimento, producao de compostos de defesa e no
biocontrole do mofo branco em folhas destacadas de duas cultivares de soja. Os ensaios foram realizados com as bactérias antagonistas FIT09
(Bacillus cereus) e FIT62 (B. thuringensis), do fungo Sclerotinia sclerotiorum e com as cultivares de soja M6210 IPRO e Brasmax Garra IPRO.
Nos ensaios in vivo foram avaliados a capacidade das bactérias na promogao do crescimento de plantas de soja e na constitui¢do dos compostos
secundarios produzidos pelas plantas oriundas de sementes microbiolizadas com suspensdes bacterianas. Além disso, os ensaios de biocontrole
do mofo branco, foram realizados com folhas destacadas em estadio V3, as quais foram pulverizadas com as suspensdes das bactérias FIT09
e FIT62. As bactérias FIT09 e FIT62 apresentaram compatibilidade com B. japonicum e no ensaio de biocontrole com folhas destacadas,
verificou-se que a FIT 09 reduziu o didmetro das lesdes necroticas causadas por S. sclerotiorum em ambas cultivares de soja avaliadas em teste
de folhas destacadas. No ensaio de promog¢ao de crescimento, as bactérias aumentaram o poder germinativo na cultivar M6210 IPRO. Para a
avaliac@o da analise fitoquimica, as bactérias auxiliaram positivamente na produg¢ao dos compostos relacionados ao sistema de defesa.

Palavras-chave: Metabolitos Secundarios. Fitoquimica. Sclerotinia sclerotiorum. Bacillus, Glycine max

Abstract

The present study aimed to evaluate the potential of bacteria, in the promotion of growth, production of compounds of defens, and in the
biocontrol of white mold in detached leaves of two soybean cultivars. The tests were performed with the antagonist bacteria FIT09 (Bacillus
cereus) and FIT62 (B. thuringensis), with the fungus Sclerotinia sclerotiorum and with the soybean cultivars M6210 IPRO and Brasmax Garra
IPRO. In vivo tests evaluated the capacity of bacteria to promote the growth of soybean plants and the constitution of secondary compounds
produced by plants from microbiolized seeds with bacterial suspensions. In addition, white mold biocontrol bioassays were carried out
with detached leaves in stage V3 and they were sprayed with suspensions of the bacteria FIT09 and FIT62.The bacteria FIT09 and FIT62
were compatible with B. japonicum and in the biocontrol assay with detached leaves, it was found that FIT09 promoted superior control
of 70% against the disease in both cultivars, however the disease did not manifest in the assay in plants. In the growth promotion test, the
bacteria increased the germinative power in cultivar M6210 IPRO, for the assessment of fresh and dry mass there were no differences and for
phytochemical analysis, the bacteria positively helped in the production of compounds related to the defense system.

Keywords: Secondary Metabolites. Phytochemistry, Sclerotinia sclerotiorum. Bacillus, Glycine max

1 Introducio

A soja (Glycine max (L). Merril estd entre as culturas
agricolas mais significativas do pais, devido ao seu valor
socioecondmico e vasto aproveitamento dos seus produtos
do complexo agroindustrial ¢ pelo seu consolidado mercado
internacional e nacional. E a cultura que mais cresce no
pais, correspondendo a mais de 56% da area cultivada com
graos (CONAB, 2016). O acréscimo da produtividade esta
vinculado ao nivel tecnoldgico, manejo e a eficiéncia dos
produtores rurais. A expectativa para producdo de graos no
Brasil na safra 2019/2020 é de 251,794.9 mil toneladas (4%
superior a safra de 2018/2019) e especificamente para a soja
esta prevista uma produgdo de 122,060.2 mil toneladas (6%
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superior a safra 2018/2019) (CONAB, 2020). Apesar dos
nimeros positivos ¢ do otimismo do setor, deve-se atentar
para os fatores que podem afetar a produgdo. Dentre esses
fatores, as doengas estdo entre os principais, pois podem
reduzir drasticamente a produtividade da cultura da soja.

Ja foram identificadas no Brasil em torno de 40 doencas
afetando a cultura, sendo causadas por fungos, bactérias,
nematoides e virus (YORINORI et al., 2005). De acordo
com Almeida e colaboradores (2005), estima-se que os danos
ocasionados por doengas podem reduzir a produtividade de 15
a 20%, porém se medidas de controle ndo forem tomadas as
perdas podem ser de até 100% da producao.

Causada pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de
Bary, a doenga conhecida como mofo branco ocorre com
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maior severidade em anos chuvosos, em temperatura amena
e com constante umidade do solo (CAMPOS et al., 2010).
Sua incidéncia na cultura da soja aumentou significativamente
a partir de 2008, sendo previsto que cerca de 10 milhdes de
hectares da area brasileira de cultivo de soja estejam infestados
pelo patogeno (EMBRAPA, 2017).

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o potencial dos
isolados bacterianos FIT09 e FIT62 no biocontrole do mofo
branco em duas cultivares de soja, bem como avaliar o efeito
destes isolados na promocdo do crescimento da planta em
condigdes de casa de vegetacao e sua capacidade de produgdo
de compostos relacionados ao sistema de defesa das plantas.

2 Material e Métodos
2.1 Local dos experimentos e origem do material vegetal

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de
Produgdo e Sanidade Vegetal, ¢ em casa de vegetacdo da
Universidade Anhanguera UNIDERP, em Campo Grande,
Mato Grosso do Sul. Foram utilizadas as cultivares de soja
de ciclo precoce, cultivadas no centro sul de Mato Grosso do
Sul, M6210 IPRO e Brasmax Garra IPRO. Os ensaios foram
conduzidos entre os meses de novembro de 2016 a margo de
2017.

2.2 Origem, cultivo e manuten¢do dos microrganismos

Os ensaios foram realizados com bactérias antagonistas
isoladas de solo sob cultivo com cana-de-agtcar (coordenadas
geograficas de latitude 20°26°21” S e longitude 54°32°27” W,
a uma altitude de 531,2 m do nivel do mar). Foram utilizados
os isolados FIT09 e FIT62 e fungicos, pertencentes a colegao
de microrganismos do Laboratério de Producdo e Sanidade
Vegetal, da Universidade Anhaguera UNIDERP, Campo
Grande-MS, previamente selecionados. Os isolados foram
preservados em tubos contendo meio de cultura nutriente-
agar (NA) e cobertos com 6leo mineral esterilizado. Para a
preparagdo de indculo, as bactérias foram cultivadas em meio
de cultura 523 (KADO; HESKETT, 1970) por 24 h a 28 °C.
O fungo fitopatogénico Sclerotinia sclerotiorum, foi obtido de
plantas de soja com sintomas de mofo branco, provenientes
da cidade de S3o Gabriel do Oeste, MS, e os isolados foram
mantidos por repicagens continuas em meio de cultura batata-
dextrose-agar (BDA). Para a preparagao de inoculo, o patdgeno
foi cultivado em meio BDA (DHINGRA; SINCLAIR, 1995)
e mantido em BOD por 120 h, com temperatura média de 22
°C e fotoperiodo de 12 h.

2.3 Identificagao molecular dos isolados biocontroladores

Para extracdo do material genomico, os isolados
bacterianos foram crescidos em meio Luria Bertani por 24-48
h a 28 °C. A extracdo do DNA gendmico foi realizada pelo
KIT Wizard® Genomic DNA Purification de acordo com as
recomendagdes do fabricante. A concentragdo e purezado DNA

extraido foram mensuradas em espectrofometro NanoDrop™
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2000/c (Thermo Fisher Scientific). Para a caracterizagdo
molecular foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores
1492R  (5-TACGGYTACCTTGTTACGACT-3) e 27F
(5-GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) para o gene 16S
rRNA (LANE, 1991).

Para amplificagdo da sequéncia parcial daregido 16S rRNA
foi utilizado: 30 pL GoTaq® Green Master Mix, 1 uM de cada
oligonucleotideo, 1 uL. de DNA (60 ng) e o volume final de
50 pL foi completado com agua miliQ. As amplificagdes
ocorreram nas seguintes condigdes: desnaturagdo inicial a
95 °C/5 min; 30X de 95 °C/1 min, 54 °C/l min e 72 °C/2
min; extensdo final a 72 °C/10 min. em  termociclador
BioRad T100 Modelo 3D. Os fragmentos amplificados foram
verificados em gel de agarose a 1% em tampao TBE 1X e
visualizados sob luz ultravioleta em fotodocumetador L-PIX
EX — (Loccus).

Os produtos de PCR foram purificados de acordo com as
recomendacdes do fabricante para o Kit SV Gel e PCR Clean-
Up kit (Promega) e apds enviados para sequenciamento na
empresa Ludwig Biotecnologia. Apoés, as sequéncias obtidas
foram analisadas no programa Bioedit ¢ em seguida inseridas
no GenBank, sediado no National Center for Biotechnology
Information — NCBI (http/ www.ncbi.nlm.nih.gov) para
confirmagdo da espécie.

2.4 Compatibilidade das antagonistas com Bradyrhizobium
Jjaponicum

Os isolados bacterianos FIT09 e FIT62 utilizados nesse
trabalho, foram testados quanto a compatibilidade com B.
Jjaponicum, isolado do inoculante liquido Fertibio Soja® e
cultivado em meio de cultura Levedura-Manitol (VICENT,
1970). Para o teste de compatibilidade, as bactérias FIT09,
FIT62 e B. japonicum foram repicadas para placas de Petri
com meio de cultura 523 (KADO; HESKETT, 1970). Com o
auxilio de uma alca de platina foi feito uma estria para cada
um dos isolados antagonistas e outra estria com B. japonicum
em lados opostos na placa. Foi realizado no total, quatro
placas, com duas repetigdes para cada bactéria. As placas
foram mantidas a 28 °C por 24 h e ap6s esse periodo, avaliado
crescimento das bactérias antagonistas e o B. japonicum.
Os experimentos, subsequentes, s6 ocorreram, quando deste
ensaio, observou-se o crescimento de todos os microrganismos
testados, sem que houvesse formagao de halos de inibicao.

2.5 Ensaio de promocio de crescimento vegetal

Sementes das cultivares M6210 IPRO e Brasmax Garra
IPRO foram microbiolizadas com suspensdes das bactérias
FITO9 e FIT62 ajustadas para concentragdes de A, =0,50
(2mL dispersos sobre as sementes, que foram homogeinizadas
manualmente, até secagem da suspensio) equivalentes a 10°
UFC/mL, ¢ também foram microbiolizadas com o inoculante.
As testemunhas foram imersas em solugdo salina (0,85% de
NaCl).
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As sementes tratadas foram plantadas em vasos com
capacidade para cinco litros, previamente preenchidos com
solo ndo esterilizado, coletado em canteiros da horta didatica
da Universidade Anhanguera UNIDERP, sendo semeadas 5
sementes por vaso. O solo foi adubado com fosforo e potassio,
conforme recomendagdes de Ribeiro et al. (1999). Os vasos
foram irrigados diariamente até a capacidade de campo e as
avaliagdes do Indice de velocidade de emergéncia (IVE),
foram realizadas diariamente até o sétimo dia apos o plantio.
Para realizar o céalculo do IVE foi aplicada a equagdo indicada
por Maguire (1962), onde IVE= (E1/N1 + E2/N2 + ...+ En/
Nn), sendo: IVE = indice de velocidade de emergéncia; E1,
E2 e En = niimero de plantulas emergidas determinado na
primeira, na segunda, ...e na tltima contagem; N1, N2 e Nn
= numero de dias da semeadura a primeira, a segunda, ...c a
ultima contagem.

2.6 Analise Fitoquimica

Amostras de folhas e caules das plantas de cada tratamento
do ensaio de promogdo do crescimento foram coletadas aos
35 dias apds o plantio para realizacdo também da analise
fitoquimica. Apds a pesagem da massa fresca e seca, as
folhas e os caules de massa seca foram triturados em um
liquidificador industrial e em seguida, utilizado para obtengao
do extrato etandlico a 14%, que ficaram em repouso por 24 h.
Posteriormente, as amostras foram filtradas, para realizagao
da analise fitoquimica (MATOS, 2009).

Os extratos foram avaliados por uma sequéncia de rea¢des
qualitativas para: compostos fenolicos (reagdo de precipitagdo
com cloreto férrico), flavonoides (reacdo de cianidina e acido
sulfurico), taninos (reagdo com sais de ferro, precipitacdo
de proteinas), acidulagdo ¢ alcalinizagdo para detec¢ao de
antocianinas e catequinas, fluorescéncia sob luz UV para
cumarinas, triterpenos e esteroides (reacdo de Liebermann-
Burchard), glicosideos cardiotonicos (teste de Baljet ¢ de
Kedde), teste de espuma para os agticares redutores (reacdo de
Benedict) (MATOS, 2009).

As andlises foram realizadas visualmente seguindo
protocolo com trés repetigdes, para observacdo de alguma
modificagdo da cor e precipitagdo com os extratos etanolicos
originais. A existéncia da classe do metabolito secundério
foi marcada como positivo e a inexisténcia de cor e/ ou
precipitagdo como negativo. As intensidades de cor foram
denominadas como negativa (0%), parcial (10%), baixa
(25%), mediamente moderada (50%), moderada (75%) e alta
(100%) (FONTOURA et al., 2015).

2.7 Quantificacao dos compostos fendlicos e flavonoides

Para quantificar os fendis totais (FT), os extratos etanolicos
brutos foram analisados pelo método Folin-Ciocalteu, com
acido galico (10 a 350 mg.mL") como padrio, utilizando-se a
curva de calibragdo y=0,781 x — 0,0031; R?=0,9959 (SOUSA
et al.,2007). Os flavonoides (F) foram analisados pela técnica
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do cloreto de aluminio, adotando-se como padrao a quercetina
(y=0,132x+0,0353 R2=0,9949) (PEIXOTO SOBRINHO et
al., 2008). Na leitura dos compostos fendlicos e flavonoides,
foi utilizado o espectrofotometro FEMTO®, Modelo 432,
onde as amostras foram mensuradas com comprimento de
onda de 450nm e 750nm respectivamente (Hellma, Miillheim,
Germany), com trés repeticdes para cada tratamento. Os
dados de quantificagdo dos compostos fendlicos e flavonoides
foram submetidos a analise de variancia pelo teste F (p<0,05)
e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05)
utilizando o programa SAS 9.3.

2.8 Ensaio com folhas destacadas

Foram dispostas 5 sementes de cada uma das cultivares
M6210IPRO e Brasmax Garra IPRO em vasos com capacidade
para cinco litros, preenchidos com solo ndo esterilizado e
mantidos em casa de vegetagdo. O solo foi adubado com fontes
de fosforo e potassio, conforme recomendagdes de Ribeiro e
colaboradores (1999). Apos 28 dias, os trifolios de plantas em
estadio V3 de cada cultivar foram destacados e levados para o
laboratoério. Inicialmente foram preparadas bandejas plasticas
contendo trés folhas de papel filtro umedecido. Sobre estas,
foram colocados cinco trifolios de cada cultivar de soja, os
quais foram pulverizados com as suspensoes das bactérias
FIT09 e FIT62 (A,,=0,50 x10°UFC/mL). As testemunhas
foram pulverizadas com solugao salina (0,85% de NaCl). Em
seguida, discos de micélio do fungo Sclerotinia sclerotiorum
com 5 mm de diametro, foram dispostos no foliolo central
e, as bandejas vedadas com papel filme e acondicionadas a
22°C com fotoperiodo de 12 h. Apos 48 h, foram realizadas
avaliagdes didrias do tamanho do didmetro da lesdo por um
periodo de 7 dias, com auxilio de um paquimetro digital.
O ensaio foi instalado em delineamento inteiramente
casualizado, com dez repeti¢des e os valores obtidos foram
submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas

pelo teste de Tukey a 5%.

3 Resultados e Discussao

De acordo com os dados do sequenciamento do fragmento
correspondente a regido parcial do gene rDNA16S, o isolado
FIT09 foi classificado como Bacillus cereus, e o isolado
FIT62 foi classificado como B. thuringensis.

Os  microrganismos  utilizados  nestes  ensaios,
apresentaram compatibilidade, uma vez que, todos cresceram
em meio de cultura, sem interferéncias negativas (presenca de
halos de inibi¢do) como descrito no item 2.4. Combinagdes
de antagonistas compativeis entre si podem possibilitar a
colonizacdo do substrato e da rizosfera, de maneira mais eficaz,
proporcionando melhor adaptacdo as mudangas climaticas,
além dos diferentes mecanismos de agdo que podem favorecer
a inibicao de patdgenos, devido ao maior espectro de agdo,
vinculada a promogao do crescimento vegetal (CAVAGLIERI

et al., 2005).
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Nos ensaios de avaliagdo da promogao de crescimento ndo
foram observadas diferencas significativas entre os indices
de velocidade de emergéncia (Tabela 1). As porcentagens
de germinagdo da cultivar Brasmax Garra IPRO para os
tratamentos bacterianos foram inferiores a testemunha, porém
iguais ao tratamento com o inoculante (Tabela 1). J& para a
cultivar M6210 IPRO, os tratamentos com os isolados FIT09
(B. cereus) e FIT62 (B. thuringensis) promoveram um aumento
no percentual de germinagdo das sementes, em relacdo a
testemunha e ao inoculante (Tabela 1). Vieira e Castro (2001),
analisando a ag8o de B. subtilis na germinagdo de sementes
de soja, observaram que concentra¢es intermedidrias de
hormonios aumentaram a germinagdo. A bactéria B. subtilis
produz fitohormonios, os quais sdo capazes de estimular o
desenvolvimento radicular da soja (ARAUJO et al., 2005).
Da mesma forma, Aratjo (2008), em ensaios com plantas
de soja e algoddo, observou que um formulado de B. subtilis
com farinha de ostras proporcionou uma interagao benéfica,
aumentando a velocidade de germinagdo das sementes.
(2014), observaram um

Mazzuchelli e colaboradores

incremento na produgdo de soja de 30,72%, com a inoculagao
de B. subtilis. No entanto, no presente estudo, os isolados
FITO09 e FIT62 néo atuaram como promotores de crescimento
nas cultivares de soja testadas.

A quantificagdo dos compostos fendlicos e flavonoides
(Tabela 1) mostra que nas folhas de soja da cultivar Brasmax
Garra IPRO, em que as sementes foram microbiolizadas com
FIT62 (B. thuringensis) € com o inoculante, foram detectadas
maiores concentragdes de compostos fendlicos. Ja os teores
de flavonoides nas folhas, foi observado que o isolado FIT09
proporcionou nos maiores valores dessa variavel para as
duas cultivares analisadas. Os caules ndo seguiram o mesmo
perfil na cultivar Brasmax Garra IPRO quando tratadas com a
FIT62, pois apresentaram resultados superiores tanto para os
teores de compostos fendlicos como para os flavonoides. Para
a cultivar M6210 IPRO, os flavonoides apresentaram maiores
concentragdes quando tratados com a FIT62 (B. thuringensis)
seguidos do inoculante, enquanto para os compostos fenolicos,
o inoculante foi superior seguido da bactéria antagonista
FITO9 (B. cereus) (Quadro 1).

Quadro 1 - indice de velocidade de emergéncia (IVE) e germinagio (%) e quantificagio dos Compostos Fenolicos e Flavonoides
presentes em caules e folhas das cultivares de soja M6210 IPRO e BRASMAX GARRA IPRO, oriundas de sementes microbiolizadas
com as bactérias FIT09 (B. cereus), FIT62 (B. thuringensis) ¢ com o inoculante Fertibio® soja com solu¢do salina (0,85% de NaCl)

(testemunha)
Germinagiio Folhas Caule
Tratamentos IVE (%) Co’m.p. Flavonoides Co’m.p. Flavonoides
Fendlicos Fendlicos
cv. Brasmax Garra IPRO
Testemunha 4,20a 92a 95,05b 29,35d 15,64d 7,92¢
Inoculante 3,74a 76b 90,36¢ 30,00 ¢ 21,89¢ 7,92¢
FIT09 3,64a 84b 85,93d 37,42 a 25,01b 8,58b
FIT62 3.55a 80b 117,96a 31,64 b 28,26a 10,03a
cv. M6210 IPRO
Testemunha 1,73a 68b 57,04d 26,01¢c 24,75d 12,50¢
Inoculante 2,49a 68b 139,56a 31,61b 39,86a 13,66b
FIT09 2,53a 84a 121,86b 32,96a 28,92b 8,11d
FIT62 2,24a 80a 94,79¢ 10,29d 25,80¢ 14,59a

Médias seguidas pela mesma letra e mesma coluna nao possuem diferenca estatistica pelo teste de Tukey a 0,05% de probabilidade.

Fonte: Dados da pesquisa

Os compostos fenodlicos apresentam como mecanismo
de acdo no sistema de defesa, a inibi¢do do crescimento de
fungos, pois inutilizam sistemas enzimaticos que fazem
parte da produgdo de energia e sintese dos constituintes
estruturais dos microrganismos (PORTE; GODOQY, 2001).
Os flavonoides podem atuar como elicitores e também como
mecanismos quimicos que conferem prote¢do as plantas
contra os fitopatogenos (ZUANAZZI; MONTANHA, 2001).
Cushnie e Lamb (2005) afirmam que os flavonoides induzem
alteragcdes metabdlicas nos patdogenos, impedindo a sintese de
acido nucléico, a atividade da membrana citoplasmatica e o
metabolismo. A biossintese e o acumulo de flavonoides estao
interligados a diversas fung¢des nas plantas, como a protecao
contra incidéncia de raios ultravioletas, contra insetos, fungos,
virus, bactérias, e como mecanismo de defesa contra estresses
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ambientais (SIMOES et al., 2010).

As bactérias FIT09 e FIT62 auxiliaram positivamente na
produgdo dos metabolitos secundarios analisados (Figura 1).
Nas folhas e nos caules da cultivar Brasmax Garra IPRO foram
detectadas 11 e 10 classes de metabdlitos, respectivamente
(Figura 1A, 1B). Ja nas folhas nos caules da cultivar M6210
IPRO foram detectadas 8 e 9 classes de metabolitos (Figura
1C, 1D). Os constituintes quimicos comuns distribuidos
nas folhas e caules das duas cultivares foram compostos
fendlicos, taninos, flavonoides, antocianinas, antocianidinas,
cumarinas, triterpenos, glicosideos cardiotdnicos e agucares
redutores. Os alcaldides foram encontrados somente nas
folhas da cultivar Brasmax Garra IPRO (Figura 1A) e os
esteroides no caule das duas cultivares (Figuras 1B, 1D).
Ja as flavonas e xantonas foram encontradas somente no
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caule e nas folhas da cultivar Brasmax Garra IPRO, em
todos os tratamentos (Figura 1). Apesar de auséncia de
alguns constituintes, este fato ndo permite concluir a sua

inexisténcia, pois o método utilizado pode ndo detectar
constituintes em baixas concentragdes (na escala micro e
ultramicro) (BRUM et al., 2011).

Figura 1 - Frequéncia dos metabélitos secundarios encontrados nos caules e em folhas das cultivares de
soja Brasmax Garra IPRO (Figuras A e B) e M6210 IPRO (C e D), respectivamente, apos 35 dias de
plantio, cultivadas em Campo Grande, Mato Grosso do Sul. (parcial +- =10%, baixa + = 25%, mediamente
moderada ++ = 50%, moderado +++ = 75%, alta intensidade ++++ = 100% e negativa (-) = 0%)
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Metabdlitos secundarios
-Testemunha - Inoculante FITO9 - FIT62

Legenda. CF= Compostos Fenolicos, Tan.= Taninos, Antoc./Antocianid.= Antocianinas ¢ antocianidinas,
Flav. E Xant.= Flavonas e Xantonas, Cum.= Cumarinas, Triterp.= Triterpenos, Glic. Card.= Glicosideos

Cardiotonicos, A¢. Red.= Agucares Redutores.
Fonte: Dados da pesquisa.

A diversidade e a frequéncia de classes de metabolitos
secundarios entre folhas e caules e entre as cultivares estudadas
podem estar relacionadas a fatores abidticos e bioticos.
Segundo Gobbo-Neto e Lopes (2007), fatores climaticos
(luminosidade, temperatura, pluviosidade) e nutricionais
ndo atuam isoladamente e exercem influéncia conjunta no
metabolismo secundario de plantas.

Os metabolitos secunddrios
evidente no crescimento e desenvolvimento vegetal, mas
agem no sistema de defesa das plantas contra patdogenos,
pois apresentam atividades biologicas relacionadas a agdo
antimicrobiana (TAIZ; ZEIGER, 2009)

Os compostos cumarinicos estdo presentes em plantas,
principalmente nas folhas, frutas, raizes e talos (HOULT;
PAYA, 1996). Neste estudo, as cumarinas foram detectadas

ndo exercem fungdo

Ensaios, v. 24, n. 4, p. 329-336, 2020

em todos os tratamentos com a mesma frequéncia em folhas de
ambas as cultivares (Figura 1), mas diferindo na frequéncia nos
caules das duas cultivares. Para cultivar Brasmax Garra [PRO,
a maior frequéncia no caule foi encontrada no tratamento com
a FIT62. Para cultivar M6210 IPRO, os tratamentos com o
inoculante e a bactéria FIT62 destacaram-se pela frequéncia
(Figura 1C). Em geral, a produgao de cumarinas ¢ influenciada
pela sazonalidade, condigdes ambientais ou estresses
provocados por interagdo com microrganismos e podem afetar
a ocorréncia em diversas partes da planta, nas quais possuem
a fung@o de protecdo ao vegetal contra infecgdes de fungos e
contra herbivoria (PEREIRA, 2002).

Os flavondis e as antocianidinas sdo as classes de
flavonoides consideradas mais importantes. Apenas nas folhas
da cultivar M6210 IPRO tratadas com o inoculante e com a
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FIT62, houve influéncia positiva para estas substancias (Figura
1D). E comum alguns pigmentos como as antocianidinas
¢ antocianinas atuarem como antioxidante e possuirem a
capacidade de proteger a planta contra a agdo de patdogenos
(ZHANG et al., 2004).

Ja os terpenos foram produzidos em maior quantidade
nos caules, independente da cultivar e da bactéria antagonista
(Figuras 1A;1C). Segundo Sartori (2005) estes compostos sao
ativos contra varios microrganismos. Seu modo de agdo
envolve a ruptura da membrana celular por compostos
lipofilicos e ap6és o rompimento da membrana, esses
constituintes atuam inibindo aminoacidos do fungo.

Os agulicares redutores foram evidenciados, em mesma
frequéncia, apenas nos caules das duas cultivares das
testemunhas ¢ com a inoculacdo da FIT62 (Figuras 1A;
1C). Ja nas folhas, ocorreram diferencas de frequéncia nas
duas cultivares, porém uma maior frequéncia foi observada
na cultivar M6210 IPRO com o inoculante e com a FIT62
(Figura 1D). Esses resultados indicam que o tratamento com
inoculante e a FIT62 desencadearam aumento da atividade
metabolica das folhas, pois nas folhas maduras ocorre
uma maior transloca¢do dos agucares, consequentemente,
aumentando sua respira¢do (TAIZ; ZEIGER, 2009)

Nas folhas das duas cultivares de soja, foram encontradas
frequéncias de glicosideos
independentes do tratamento (Figuras 1B;1D). O mesmo

as mesmas cardiotonicos
ocorreu nos caules, exceto na testemunha da cultivar M6210
IPRO que apresentou maior frequéncia dos glicosideos
cardiotonicos (Figuras 1A;1C).

Os taninos foram influenciados positivamente pela
aplicacdo da bactéria FIT62 nas folhas da cultivar Brasmax
Garra IPRO comparado com os caules e com as folhas da
cultivar M6210 IPRO (Figura 1).

Os compostos fendlicos e os taninos sdo os encarregados
de proporcionar a resisténcia de tecidos vegetais jovens ao
ataque de patdgenos e dessa maneira, sdo inibidores de varias
enzimas hidroliticas, produzidas por patdgenos, durante a
patogénese (AGRIOS, 2005). Santos (2004) relatou que as
plantas que dispdem de uma grande quantidade de metabdlitos
secundarios possuem um maior indice de sobrevivéncia, pois
apresentam maior resisténcia a problemas ocasionados por
fatores bidticos e, ou abioticos.

Quando avaliado o potencial de controle do mofo
branco, via pulverizagdo, observou-se que a bactéria FIT09
proporcionou controle superior a 70% em ambas as cultivares
de soja testadas (Quadro 2). Wu et al. (2014) demostraram a
eficiéncia de Bacillus sp, na reducao em 80% do mofo branco
em folhas destacadas de canola via pulverizagdo. Zhang e
Xue (2010), constataram 90% de redugdo da severidade de
mofo branco, em ensaios com folhas de soja destacadas, com
a pulverizacdo de B. subtillis. Ja Remuska e Dalla Pria (2007)
relataram que B. thuringiensis além de controlar o mofo
branco em 37,44%, afetou a capacidade do fungo em produzir
esclerddios.
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Quadro 2 - Didmetro das lesdes (DM) provocadas por Sclerotinia
sclerotiorum e porcentagem de biocontrole em relagdo a
testemunha em bioensaio utilizando folhas destacadas em duas
cultivares de soja (Glycine max), pulverizadas com solugdo salina
(0,85% de NaCl) e com as suspensdes das bactérias FIT09 (B.
cereus) e FIT62 (B. thuringensis)

Tratamentos DM (mm) | Controle (%)

cv. Brasmax Garra IPRO
Testemunha 4,530a -
FIT09 0,520b 88,5
FIT62 2,617a 422

cv. M6210 IPRO

Testemunha 3,622a -
FIT09 1,022b 71,8
FIT62 1,812a 50,0

Médias seguidas pela mesma letra e mesma coluna nao possuem diferenca
estatistica pelo teste de Tukey a 0,05% de probabilidade.
Fonte: Dados da pesquisa.

O antagonismo direto realizado contra fitopatdogenos
abrange os mecanismos de antibiose, como a sintese de
substdncias antimicrobianas, a competigdo por espaco
e por nutrientes e a sintese dos compostos volateis
(LEELASUPHAKUL et al., 2008). Segundo Nielsen e
Sorensen (1997), em torno de 20 a40% das espécies de Bacillus
isoladas do solo, dispdem de alguma forma de antagonismo
contra fungos patogénicos. Leelasuphakul e colaboradores
(2008) relatam que bactérias do género Bacillus sdo capazes
de lisar esporos e produzirem compostos volateis toxicos a
diferentes fitopatdgenos, o que pode contribuir para reducao
da severidade de doencas em plantas.

4 Conclusao

Pode-se concluir que os isolados bacterianos FIT 09 (B.
cereus) e FIT 62 (B. thuringiensis), foram compativeis com
B. japonicum e auxiliaram positivamente na producdo de
classes de metabdlitos secundarios relacionados ao sistema
de defesa em plantas de soja. A bactéria FIT 09 reduziu o
diametro das lesdes necrdticas causadas por S. sclerotiorum
em ambas cultivares de soja avaliadas em teste de folhas
destacadas.
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