Simposio de Integragéo Académica UFV

2 “Ciéncias Basicas para o Desenvolvimento Sustentavel” e e ™
N SIA UFV 2023 — m—

Bacillus spp. endofiticos com potencial para controle do fitopatogeno da soja Corynespora cassiicola
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Introducao

Bacillus spp. endofiticos sao capazes de colonizar a planta hospedeira sem causar
qualquer dano aparente ao tecido vegetal. O género Bacillus é conhecido pelos
produtos diversificados do seu metabolismo secundario, principalmente o0s
compostos antimicrobianos. Até 8% dos genomas dessas bactérias, incluindo
cromossomos e plasmideos, podem estar envolvidos na producao desses
compostos. Essas caracteristicas sdo interessantes para aplicacdo na agricultura,
visando ao controle de doencas de culturas de importancia agrondémica.

Objetivos

Estudos anteriores ja demonstraram o potencial antagdnico e de promocao de
crescimento de plantas de quatro cepas de Bacillus isoladas de Hevea brasiliensis.
Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o controle in vitro do fungo Corynespora
cassticola, agente causal da mancha-alvo na soja (Glycine max), e o eteito dos
compostos secretados por essas bactérias nas hifas do fitopatdégeno, bem como
determinar a presenca de plasmideos nativos maiores que 50 kb no genoma das
bactérias.

Material e Método

O ensaio de antibiose foi realizado por meio do método de cultura pareada (Figura
1). As cepas 18B22C-AM (B. velezensis) e 201B16R-AC (B. proteolyticus) foram
inoculado a 1,5 cm da borda das placas de petri contendo meio BDA, ap6s 48 horas
de incubacao a 28 °C, um disco de micélio de C. cassiicola foi inoculado no centro das
placas, que em seguida foram incubadas a 25 °C por 7 dias. Para a cepa 140B5F-AM
(B. subtilis), discos de micélio de C. cassiicola foram inoculados em placas contendo
meio BDA que foram incubadas por 48 horas a 25 °C. Posteriormente, cada placa foi
inoculada com uma aliquota de 2 pL, obtida da diluicdo de 10° de uma cultura
liquida em 50 ml de Caldo LB incubada em shaker a 28 °C e 200 rpm por 12 horas. A
microgota foi espalhada sob o meio de cultura com o auxilio de uma alca de
repicagem, a 1,5 cm de distancia da borda da placa. O isolado 174B28R-AM foi
inoculado da mesma maneira, entretanto as aliquotas de 2 pL utilizadas para o
in6culo desse isolado foram obtidas da diluicdo de 10~ de uma cultura liquida em 50
ml de Caldo LB incubada em shaker a 28 °C e 200 rpm por 3 horas. As placas de
ambas as cepas foram incubadas por 7 dias a 25 °C ap06s o in6culo. Para o controle
negativo foram usadas placas inoculadas apenas com o fitopatogeno. O teste foi feito
com trés repeticoes bioldgicas. A porcentagem de inibicdo do crescimento (IC)
micelial do fitopatoégeno foi calculada aplicando a férmula: IC= [(CT)/C]x100, em
que C é o crescimento micelial do controle (mm) e T é o crescimento micelial nos
tratamentos (bactéria + fungo fitopatogénico; mm). Os valores obtidos foram
comparados pelo teste de Tukey (p=0,05). Para a observacao do efeito dos
metabolitos secretados, laminas contendo cortes das pontas das hifas na regido do
micélio mais proxima as bactérias foram fotografadas utilizando um microscopio
digital, modelo Thermo EVOS M5000 Imaging System (Figura 2). A avaliacdo da
presenca de plasmideos nativos maiores que 50 kb foi feita por meio de eletroforese

.de gel em campo pulsado (PFGE).
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Resultados e Discussao

As quatro cepas testadas foram capazes de inibir o crescimento do fitopatdgeno.
As cepas 18B22C-AM e 140B5F-AM inibiram o crescimento micelial em 35,18% e
28,07%, respectivamente. Ja as cepas 201B16R-AC e 174B2R-AM tiveram
porcentagem de inibicdo menores, correspondendo a 16,46% e 24,26%,
respectivamente. Todas as cepas testadas, com excecao da 201B16R-AC, secretaram
compostos no meio de cultura capazes de modificar as hifas do fitopatdégeno e
induzir a formagao de clamidosporos. Nao foram detectados plasmideos maiores
que 50 kb. Os ensaios in vitro demonstraram que as cepas testadas sdao capazes de
inibir o crescimento do fungo C. cassiicola e as modificacOes observadas nas hifas
do fitopatdégeno reforcam o potencial antagdnico dessas bactérias. A auséncia de
plasmideos maiores que 50 kb indica que os genes que relacionados aos
metabolitos secretados devem estar presentes nos cromossomos ou em plasmideos
menores que nao foram detectados pela técnica PFGE.

Controle 18B22C AM Controle 140B5F AM

Controle | 74B28R AM Controle 20IBI6R AC

Figura 1. Ensaio de antagonismo in vitro: Placas de cultura pareada dos Bacillus spp.
com Corynespora cassiicola e suas respectivas placas de controle, apenas com o patégeno.
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Figura 2. Hifas de Corynespora cassiicola. a: hifas do controle. b: hifas da cultura pareada com o isolado 18B22C_AM. c: hifas da
cultura pareada com o isolado 140B5F_AM. d: hifas da cultura pareada com o isolado 174B28R_AM. e: hifas da cultura pareada

com o isolado 201B16R_AC.

Conclusoes

Os ensaios in vitro demonstraram que as cepas testadas sao capazes de inibir o
crescimento do fungo C. cassiicola e as modificacOes observadas nas hifas do
fitopatogeno reforcam o potencial antagdénico dessas bactérias. A auséncia de
plasmideos maiores que 50 kb indica que os genes que relacionados aos
metabolitos secretados devem estar presentes nos cromossomos ou em plasmideos
menores que nao foram detectados pela técnica PFGE. Tais resultados demonstram
que as cepas analisadas tém potencial para serem utilizadas no biocontrole do
fitopatogeno C. cassiicola.
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