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POTENCIAL DE BACTERIAS ENDOFITICAS NO CONTROLE BIOLOGICO DA
PODRIDAO VERMELHA DO SISAL

Autora: Eliane Santos Jesus
Orientador: Prof°. Dr. Jorge Teodoro de Souza
Co-orientador: MSc. Augusto César M. da Silva

RESUMO

Bactérias endofiticas vivem no interior de plantas sem causar alteracdes visiveis.
Estes organismos tém reconhecido potencial na agricultura devido a promocao de
crescimento de plantas, inducdo de resisténcia a doencas e controle biol6gico de
patogenos. Assim, foram realizados estudos para selecédo de isolados com potencial
para controle bioldgico da podriddo vermelha do sisal, causada pelo fungo
Aspergillus niger e avaliagbes da densidade populacional de bactérias endofiticas no
sisal. Paralelamente procedeu-se a identificacdo de isolados por meio de PCR.
Houve maior densidade bacteriana em mudas com sintomas de podriddo vermelha,
em comparacdo com mudas assintomaticas e um maior numero de bactérias
associadas ao caule, seguido de raizes e folhas de mudas. Foram obtidos dez
isolados com potencial de antagonismo. Testes in vitro resultaram em 96 % de
controle; sendo que, em casa-de-vegetacdo o controle da doenca foi de 60 %. Por
meio de PCR, os agentes de biocontrole foram identificados como pertencentes aos
géneros Bacillus (trés isolados) e Pseudomonas (cinco isolados). Este estudo
apresenta o potencial de isolados endofiticos no controle da podriddo vermelha do

sisal.

Palavras-chave: Antagonismo; Aspergillus niger; PCR.



POTENTIAL OF ENDOPHYTIC BACTERIA FOR BIOLOGICAL CONTROL OF
Agave sisalana BOLE ROT
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Co-advisor: MSc. Augusto César M. da Silva

ABSTRACT

Endophytic bacteria live inside plants without causing visible symptoms. These
microbes are recognized for their potential as plant growth promoters, induction of
disease resistance, and biological control activity against plant pathogens. Thus, the
objective of this work was to isolate endophytic bacteria with potential for biological
control of the bole rot disease of sisal, caused by the fungus Aspergillus niger and to
evaluate the population densities of endophytic bacteria in sisal. Simultaneously the
identification of isolates was performed by PCR. There was a higher bacterial density
in symptomatic seedlings when compared to asymptomatic ones. Higher densities of
bacteria were associated to stems, followed by roots and leaves. Ten isolates with
antagonistic potential were obtained. In vitro assays resulted in 96 % inhibition of A.
niger and greenhouse experiments in 60 % of disease inhibition. The genus Bacillus
(three isolates) and Pseudomonas (five isolates) were identified by using PCR
among the potential biocontrol agents. This work evidenciates the potential of

endophytic bacterial isolates in the control sisal bole rot disease.

Palavras-chave: Antagonism; Aspergillus niger; PCR
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1. INTRODUCAO

O sisal (Agave sisalana Perr.) é plantado nos continentes americano, africano
e asiatico. O Brasil é o maior produtor de fibra de sisal do mundo. A producdo de
sisal no Brasil, concentra-se na regido nordeste, na qual o estado da Bahia € o maior
produtor. A cultura do sisal é de fundamental importancia para a economia de varios
municipios no semi-arido nordestino, pois estas regides de solos secos nao
apresentam alternativas para exploracdo de outras culturas e quando apresentam,
as mesmas sao limitadas (Alves et al., 2004).

Apesar da relevancia da cultura do sisal, observa-se nos ultimos anos um
declinio continuo desta cultura. Varios fatores tém contribuido para esta decadéncia,
dentre eles destaca-se a doenca podriddo vermelha do caule do sisal (Alves et al.,
2004). Esta doenca, causada pelo fungo Aspergillus niger, tem preocupado o0s
produtores devido a sua capacidade de destruicdo, que faz com que plantas
afetadas morram com o progresso da doenca. Neste contexto, microrganismos
endofiticos e seu potencial uso no controle de A. niger podem ser uma alternativa
viavel no controle da doenca.

Microrganismos endofiticos vivem no interior de plantas sem causarem
sintomas aparentes de doenca ou alteragdes fisio-morfologicas (Petrini, 1991 citado
por Pileggi, 2006). Entre os microrganismos estudados, as bactérias tém um grande
potencial na agricultura devido aos efeitos de promocao de crescimento de plantas,
inducdo de resisténcia a doencas e controle biolégico de fitopatdogenos (Neto et al.,
2002).

Este estudo visa o estudo sobre as bactérias endofiticas do sisal e seu

potencial uso no controle da podriddo vermelha do caule.

1.1. Justificativa

O sisal é cultivado em maior escala no semi-arido nordestino, regido com
predominancia de solos secos, onde a cultura do sisal € uma das poucas capazes
de sobreviver as condicbes edafoclimaticas da regido. Desta forma, a cultura do
sisal torna-se uma das Unicas alternativas de captacdo de renda pelo homem do
campo. Segundo a Conab (2008), 20 mil familias do semi-arido baiano obtém sua

renda a partir da atividade agricola com o sisal. Além disso, esta cultura gera mais



de meio milhdo de empregos diretos e indiretos por meio de sua cadeia produtiva.
Entretanto, a producdo de sisal vem diminuindo drasticamente devido a podridéo
vermelha do caule, doenca causada pelo fungo Aspergillus niger (Alves et al., 2004).
Varios grupos de pesquisa ja demonstraram a eficiéncia de bactérias endofiticas no
controle de fitopatdogenos, estudos referentes a esses micorganismos sao
importantes para determinar sua eficiéncia e atuagdo no controle desta doenga. O
estudo desses microrganismos em sisal podera resultar no seu emprego no sistema
produtivo da cultura, podendo ser uma alternativa econémica e ambientalmente

viavel.
1.2. Objetivos
» Objetivo geral:

Selecionar e estudar bactérias endofiticas do sisal com acdo antagonica a

Aspergillus niger.
» Objetivos especificos:
¢ Quantificar as bactérias endofiticas associadas ao sisal;

e Realizar bioensaios para testar a atividade dos isolados endofiticos no

controle do patégeno A. niger;

e I|dentificar os isolados endofiticos antagonicos a A. niger por PCR.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aculturado sisal (Agave sisalana)

O sisal (Agave sisalana Perr.) € uma monocotiledénea pertencente a familia
Agavaceae, subfamilia Agavoidea e seu principal produto € a fibra do tipo dura, com
elevados teores de celulose e lignina, que oferecem inimeras aplicacfes. Apresenta
metabolismo fotossintético do tipo CAM, abrindo os estdmatos a noite, para néo

perder agua via transpiracdo durante o dia e se beneficiar do orvalho. Esta planta



prefere locais de altitude de até 600 m e possui adaptacdo as regides tropicais e
subtropicais, suportando secas prolongadas e temperaturas elevadas (Amorim Neto
& Beltrdo, 1999; Silva et al., 2008).

O sisal ocorre nos continentes americano, africano e asiatico. Entretanto, a
sua maior concentracdo esta na América Latina, e o Brasil € o maior produtor da
fibra de sisal do mundo, com mais de 60% da produgcdo mundial. Esta cultura possui
a principal fibra dura produzida no mundo, correspondendo a aproximadamente 70%
da producéao comercial (Alves et al., 2004).

No Brasil a producdo de sisal concentra-se na regido nordeste, na qual a
Bahia € o maior produtor seguido por Paraiba, Rio Grande do Norte e Ceara. A
cultura do sisal (Figura 1) é de fundamental importancia para a economia de varios
municipios no semi-arido nordestino, visto que estas regifes de solos secos nao
apresentam alternativa para exploracdo de outras culturas e quando apresentam, as
mesmas sao limitadas. Segundo informac¢des da Conab, a Bahia, que é responsavel
por 95% da producdo nacional de sisal, tem mais de 20 mil familias de agricultores
gue tém no cultivo do sisal, a sua principal fonte de renda (Suinaga et al., 2006).

S~
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Figura 1. Producéo de sisal no semi-arido nordestino.

Apesar da relevancia da cultura do sisal, tem se constatado nos ultimos anos
um declinio continuo desta cultura, expresso em redugfes da area cultivada e na
produtividade. IniUmeros fatores tém contribuido para esta decadéncia, dentre os

guais, o baixo indice de aproveitamento das fibras de sisal, a concorréncia com as
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fibras sintéticas, e nos ultimos anos a podriddo vermelha do caule, doenca que tem
ameacado ainda mais a sustentabilidade desta cultura (Alves et al., 2004).

A podriddo vermelha do caule € uma doencga causada por Aspergillus niger
(Figura 2), um fungo do filo Ascomycota, que pode ser veiculado pelo solo, 4gua,
vento, ferramentas infectadas, etc. Esse fungo é tido como parasita fraco em funcéo
da dependéncia de lesdes de origem mecéanica ou fisiologica e de condicbes
ambientais adversas ao hospedeiro para iniciar o processo de infecgéo (Coutinho et
al., 2006). Portanto, ferimentos causados na base das folhas por ocasido do corte
dessas folhas para o desfibramento e aqueles causados abaixo da superficie do solo
por instrumentos utilizados para realizacdo de tratos culturais, como capinas, podem
constituir-se em importantes vias de penetracdo para esse patdégeno (Silva et al.,
2008).

A podridado vermelha do caule é o principal problema fitossanitario da cultura
no Brasil. Esta doenca tem preocupado os produtores de sisal devido a sua alta
capacidade de destruicdo. As folhas das plantas afetadas tornam-se improprias ao
desfibramento e as plantas sintomaticas morrem com o progresso da doenca, cuja
caracteristica € o escurecimento gradativo dos tecidos internos do caule. As areas
afetadas variam da coloracdo parda ao vermelho e se estendem da base do caule a
base da folha da planta (Coutinho et al., 2006; Suinaga et al., 2006). Em plantas com
estadios avancados da doenca, as folhas se tornam amareladas e o caule
completamente apodrecido. Embora seja fatal para a cultura, plantas de sisal
infectadas pelo patégeno podem sobreviver por algum tempo. Isso se deve a
colonizacao lenta peculiar do agente etiolégico. A podriddo vermelha do caule afeta
plantas de sisal em todos os estagios fenoldgicos, desde brotos a plantas no final do
ciclo (Bock, 1965; Silva et al., 2008).


http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/Sisal/CultivodoSisal/glossario.html#p
http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/Sisal/CultivodoSisal/glossario.html#e

Figura 2. A — Aspecto terminal da doenca podriddo vermelha do caule do sisal; B —

Micrografia eletrénica de varredura de um conidiéforo de Aspergillus niger.

Ainda ndo existe um mecanismo de controle eficaz para essa doenca. No
entanto, alguns grupos de pesquisa no Brasil estdo estudando macicamente o
patossistema, assim como os métodos e medidas mais adequadas para garantir a
sustentabilidade da cultura.

2.2. Controle biolégico

A utilizacdo de agroquimicos para o controle de doencas de plantas, atrai
muitos produtores agricolas por apresentar simplicidade, facilidade de aplicacéo e
capacidade de permanecer ativo por um certo periodo (Bettiol, 2008; Bettiol &
Morandi, 2009). No entanto, sabe-se das consequéncias e dos efeitos nocivos a
saude humana e ao meio ambiente causados pelo seu uso freqlente, e muitas
vezes excessivo. Esse fato, aliado ao desafio de aumentar a producao agricola com
sustentabilidade, imp6e a necessidade de estudos com o intuito de obter um
eficiente controle de fitopatdgenos pela utilizacdo de alternativas ambientalmente
corretas. Nesse contexto, 0 emprego de microrganismos no controle de patégenos
de plantas, configura uma opg&o de manejo agricola perfeitamente viavel (Oliveira &
Manfio, 2006).

O termo controle bioldgico foi mencionado pela primeira vez em 1931 por B. B
Sanford e W. C. Broadfoot ao estudarem o mal-do-pé do trigo, causado por
Gaeumannomyces graminis var. tritici (Baker & Cook, 1974). No Brasil, o primeiro



artigo publicado sobre o assunto foi por Reinaldo Foster (1950), em que abordava a
inativacdo do virus do mosaico comum do fumo (TMV) por filtrados de culturas de
Trichoderma sp. Entretanto, somente em 1987, um produto a base de Trichoderma
viride foi utilizado comercialmente no Brasil para o controle da podridao de raizes e
colo em macieira, causado por Phytophthora cactorum (Valdebenito-Sanhueza,
1991; Bettiol & Morandi, 2009).

O controle biolégico consiste na reducdo da densidade de indculo ou das
atividades determinantes da doenca provocada por um patégeno, realizada através
de um ou mais organismos que néo seja 0 homem (Cook & Baker, 1983). Este tipo
de controle é realizado por meio de organismos antagbnicos que desenvolvem
mecanismos de acdo como antibiose, competicdo, parasitismo, predacao,
hipoviruléncia e inducdo de defesas do hospedeiro (Bettiol, 1991; Mello, 1998). O
termo antagonista refere-se aos agentes biolégicos que tém a capacidade de
interferir nos processos vitais dos fitopatdgenos, seja no solo ou na planta. Deste
modo, os componentes do controle biolégico sdo o patdégeno, o hospedeiro e os
antagonistas, sob a influéncia do ambiente, todos interagindo num sistema biolégico.

Alguns microrganismos apresentam um grande potencial para utilizacdo na
agricultura como biocontroladores de doencas de plantas. Dentre eles, encontram-se
algumas bactérias benéficas, como Bacillus, Pseudomonas, Enterobacter,

Azospirillum e Serratia (Oliveira et al., 2003).

2.3. Bactérias endofiticas

Como caracteristica geral, as bactérias constituem um dos grupos mais
diversos do planeta Terra e podem compreender mais de um milhdo de espécies
(Kennedy, 1999). Elas estéo presentes em todos os ambientes terrestres e, por meio
de sua atividade metabdlica, afetam as propriedades quimicas e fisicas dos
ambientes onde atuam.

As bactérias que vivem no interior das plantas podem ser divididas em dois
grandes grupos com base na sua relacdo com o hospedeiro. As que vivem no
interior das plantas podendo causar doencas, sdo chamadas de bactérias
patogénicas. E as que vivem no interior das plantas sem causar danos visiveis, sao

chamadas de bactérias endofiticas. Tais microrganismos ocupam diferentes nichos



como as superficies das raizes, folhas e caules, ou ainda colonizam o interior de
diversos tecidos das plantas (Bacon & White Jr., 2000; Neto et al., 2002).

O termo enddfito foi mencionado pela primeira vez no inicio do século XIX,
para definir todos aqueles organismos que colonizam tecidos internos de plantas.
Mas foi De Bary, em 1866, quem primeiro delineou uma possivel distingcao entre eles
e patogenos de plantas (Azevedo, 1998).

Os endofiticos foram considerados assintométicos, ou seja, sem produzir
efeitos benéficos ou prejudiciais aos seus hospedeiros, até o final da década de 70.
Porém, estudos posteriores revelaram propriedades de interesse, como protecao
contra predadores e patdgenos. Atualmente, atribuem-se outras caracteristicas
importantes a estes organismos, como 0 aumento da resisténcia a condi¢cdes de
estresse, alteracdo em propriedades fisiologicas, producdo de fitorménios, toxinas,
farmacos (como antibidticos), imunossupressores, antitumorais, e compostos de
interesse biotecnologico, como enzimas (Azevedo, 1998; Strobel, 2003).

Os endofiticos bacterianos estdo presentes em todas as espécies vegetais,
permanecendo em estado de laténcia ou colonizando os tecidos de forma local ou
sistémica (Bacon & White Jr., 2000; Azevedo et al., 2000). Esses organismos
penetram nos tecidos de plantas por meio de aberturas naturais ou provocadas por
injurias  (Quadt-Hallmann et al., 1997). Como ocupam um nicho ecologico
semelhante aqueles ocupados por fitopatdbgenos, as bactérias endofiticas
apresentam um amplo potencial para o controle biolégico (Azevedo et al., 2000;
Coombs et al.,, 2004). Alguns isolados bacterianos sé@o capazes de sintetizar
metabolitos que inibem o desenvolvimento de fungos fitopatogénicos. Esses
metabolitos podem ser de natureza volatil ou ndo volatil, sendo que os primeiros tém
a vantagem de serem ativos a baixas concentracdes e tém maior facilidade de
difusdo no solo por meio de poros ou filmes d’agua (Lobo Jr. & Abreu, 2000).

Juntamente com a inducdo de resisténcia a doenca, a antibiose constitui um
dos principais mecanismos de biocontrole. Mecanismo pelo qual metabdlitos
produzidos tém um efeito danoso ao patdgeno, inibindo o crescimento ou inativando
a célula por toxidade quimica (Silveira, 2001). Entre os antibiéticos com
propriedades de biocontrole jA& bem caracterizados, podemos citar as fenazinas,
pioluteorinas, pirrolnitrina, piocianina, 2,4-diacetilfloroglucinol e cianeto de hidrogénio

(Ramamoorthy et al., 2001).



Muitas bactérias com potencial antagbnico a fitopatdgenos vém sendo
estudadas. Dentre elas, uma das espécies mais usadas é Bacillus subtilis (Bacon &
White Jr., 2000). Além dessa, bactérias da familia Pseudomonaceae também vém
sendo empregadas no controle biolégico (Rajkumar et al., 2005).

A selecado de microrganismos antagonicos pode ser realizada in vitro ou in
vivo. A grande maioria dos trabalhos publicados abrange uma selecédo inicial
ensaiada em laboratorio, para posteriormente testar in vivo, no campo ou em casa-
de-vegetacado, sob condi¢des controladas (Mariano, 1993). Os beneficios advindos
da utilizacdo de bactérias endofiticas sdo conhecidos na literatura em diversas
culturas, como o milho (Aradjo et al., 2000), citros (Marcon, 2002), batata (Reiter et
al., 2002), entre outras.

O conhecimento acerca da taxonomia do endofitico € um passo importante
no processo de selecdo para o biocontrole de fitopatdgenos. Nesse sentido, e em
virtude da dificuldade encontrada para identificar isolados bacterianos apenas por
suas caracteristicas fenotipicas, o emprego de técnicas moleculares baseadas em
PCR permite de forma rapida e precisa, a classificacdo desses microrganismos.

O método de amplificacdo de &cidos nucléicos conhecido como PCR
(Polymerase Chain Reaction) foi concebido em 1983 por Kary Mullis (Saiki et al.,
1985) e tornou-se uma das mais importantes inovacdes cientificas das ultimas
décadas. O PCR utiliza uma DNA polimerase termoestavel para produzir multiplas
copias de regides especificas do DNA, incluindo regifes nao-codificadoras ou genes
especificos. Os produtos obtidos apo6s amplificacdo podem ser analisados atraves
de eletroforese em gel de agarose, quanto ao tamanho do fragmento amplificado
(Rosado & Duarte, 2002; Reis Junior et al., 2002). Atualmente, o PCR tornou-se uma
das técnicas mais simples e rapidas para a identificacdo e comparacdo de
microrganismos. Estratégias variadas usando a técnica de PCR tém sido descritas e
utilizadas para identificar genes que séo caracteristicos de uma espécie em
particular, auxiliando na identificacdo dos microrganismos.

Diante dos possiveis beneficios alcancados pelo uso dos enddfitos e a
problematica sanitaria da cultura do sisal, serdo apresentados a seguir, estudos
preliminares sobre as bactérias endofiticas e seus efeitos no sistema A. sisalana x A.

niger.



3. METODOLOGIA
3.1. Isolamento e quantificacdo de bactérias endofiticas

Para a quantificacdo de bactérias endofiticas presentes em plantas de sisal,
foi utilizado o método de diluicdo seriada seguido de plaqueamento em meio de
cultura. Trés mudas sadias e trés doentes (com a podridao vermelha do caule), com
idade aproximada de sete meses, foram coletadas no municipio de Barrocas - BA e
levadas ao Laboratorio de Fitopatologia e Microbiologia Agricola da UFRB.

As mudas foram seccionadas em raiz, caule e folha, onde 2 g de cada 6rgéo
foram processadas separadamente nas etapas seguintes. Apds a desinfestacao
superficial dos 6rgdos em alcool 70 % por 3 min, NaOCl 1 % por 5 min e trés
lavagens em agua destilada esterilizada, estes foram macerados com o auxilio de
almofariz e pistilo. Em seguida, a partir das suspensdes obtidas pelas maceracoes,
foi realizada a diluicdo seriada (102 a 10®°) em tubos de ensaio contendo 9 ml de
solucéo salina (NaCl a 0,85 %) esterilizada. A seguir, foi realizado o semeio de 50 pl
em placas de Petri contendo meio TSA (Triptona-soja-agar), sendo o inéculo
espalhado com o auxilio de alca de Drigalsky esterilizada. Foram plaqueadas trés
repeticdes para cada diluicdo de cada 6rgdo doente e sadio.

As placas foram incubadas em B.O.D. a 25 = 2 °C, e as populacdes
bacterianas avaliadas apos 72 horas. O célculo das populacdes foi determinado pela
contagem das unidades formadoras de colénias (UFC) resultante da seguinte
formula: UFC.g™ de 6rgdo vegetal = (N x F x Y)/W, onde: N = nimero de colénias, F
= 20 (fator de correcao do plagueamento de 50 ul para 1 ml), Y = fator de diluicdo da
amostra e W = peso da massa seca do 6rgao. O esquema estatistico adotado foi o
inteiramente casualizado em fatorial 2 x 3 (dois estados sintomatologicos — planta
doente e planta sadia x trés 6rgdos da planta — raiz, caule e folha). Para a analise
estatistica, os dados foram transformados em log (x + 1), em que X corresponde ao
numero de UFC. Foi utilizado o programa estatistico SISVAR (Ferreira, 2000) para a
realizacdo da analise de variancia (ANOVA) e a comparacdo de médias pelo teste
de Tukey a 5 % de probabilidade.
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3.2. Selec¢do in vitro de bactérias antagbnicas a Aspergillus niger

Para a realizacdo dos biotestes foram obtidos discos de caule de sisal com 1
cm de diametro e 0,5 cm de espessura, 0s quais foram desinfestados com alcool 70
% e NaOCl 1% e mantidos em um recipiente plastico contendo papel estéril
umedecido. Cada disco foi inoculado com uma aliquota de 0,1 ml da suspensao de
cada isolado bacteriano e ap6s trés horas, com uma aliquota contendo 10’
conidios/ml de A. niger.

Para obtencdo da suspensdo bacteriana, os isolados crescidos em meio
liquido TS (Triptona-soja) por aproximadamente 12 h, foram centrifugados a 10.000
rpm por 3:30 min e ressuspendidos por duas vezes em agua destilada esterilizada.
Cada suspensao bacteriana foi ajustada em espectrofotdmetro para Ass=0,05. A
suspensao fungica foi obtida pela raspagem em placa de Petri dos esporos do fungo
e posterior contagem em camara de Neubauer.

Os experimentos foram instalados em delineamento inteiramente casualizado,
cujos tratamentos foram: 497 isolados de bactérias endofiticas; um controle apenas
com agua esterilizada; e outro controle apenas com A. niger. Cada um dos
tratamentos foi realizado com cinco repeticdes. Os experimentos foram divididos,
sendo instalados com aproximadamente 40 isolados de bactérias por vez, devido a
limitacdes de espaco. Apos cinco dias de incubacdo em B.O.D. a 28 °C £+ 2 °C, o
experimento foi avaliado utilizando-se uma escala de notas variando de 1 a 4 (Figura
3).

O isolado de Aspergillus niger utilizado nos experimentos foi obtido da regido

de Barrocas, BA.



11

Figura 3. Escala de notas utilizada nos experimentos in vitro.
1: Sem crescimento micelial e sem esporulagdo. 2: Apenas
crescimento micelial. 3: Esporulagdo - metade do disco. 4:
Esporulacéo — disco todo.

3.3. Bioteste in vitro com substancias volateis

O potencial de inibicao do fungo A. niger por metabdlitos volateis produzidos
pelos isolados bacterianos, foi avaliado por meio da contagem de esporos
produzidos pelo patégeno em placa de Petri. Para tanto, um disco de 10 mm da
cultura pura de A. niger crescida por 10 dias a 25 °C foi repicado para o centro de
uma placa de Petri (diametro de 90 mm) contendo meio BDA (batata-dextrose-agar).
Um antagonista bacteriano foi estriado no centro de outra placa de Petri de igual
didametro contento meio TSA (Triptona-soja-agar). As duas metades de placas de
Petri foram unidas face a face, sem qualquer contato fisico entre 0s microrganismos
e entdo seladas com filme plastico, para evitar escape das substancias volateis. As
placas foram incubadas em B.O.D. por 10 dias a 25 °C. Ap0s o periodo de
incubacdo, o experimento foi avaliado pela contagem de esporos extraidos das
placas com o auxilio de alca de Drigalsky, 10 ml de agua destilada esterilizada e
duas gotas de Tween 20. Para a contagem de esporos foi utilizada uma camara de
Neubauer. Foram utilizados 9 isolados bacterianos na inibicdo de um isolado de A.
niger. Tanto os isolados bacterianos, quanto o de A. niger utilizados sao
provenientes de plantas de sisal coletadas na regido produtora de Barrocas, BA. Um
tratamento controle foi adicionado ao experimento, onde uma placa de Petri
contendo somente meio TSA foi sobreposta a placa contendo meio BDA e o disco
fungico. O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado com
10 tratamentos (nove isolados bacterianos e um tratamento controle). Os dados
foram transformados em log (x + 1) e submetidos & andlise de variancia e teste de
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meédia de Scott & Knott a 5 % de probabilidade pelo programa estatistico SISVAR
4.0 (Ferreira, 2000).

3.4. Selecdo de bactérias antagbnicas a A. niger em casa-de-vegetacao

Para o bioteste instalado em casa-de-vegetacdo, mudas de sisal foram
inoculadas com isolados bacterianos e com o fungo A. niger.

No experimento, foram utilizados oito isolados bacterianos (BES05, BES100,
BES105, BES126, BES127, BES130, BES142 e BES149) previamente selecionados
em testes in vitro contra o fitopatégeno. Para obtencéo da suspensdo bacteriana, os
isolados foram cultivados em erlenmeyers contendo 15 ml de meio liquido TS
(Triptona-soja) por 12 h a 25 °C sob agitagéo constante a 150 rpm. Dois mililitros de
cada isolado foram coletados e centrifugados em tubos esterilizados a 10.000 rpm
por 20 min. As células foram lavadas duas vezes com agua destilada esterilizada por
centrifugacéo (10.000 rpm durante 10 min.). A suspensao final foi padronizada em
espectrofotdmetro para Ass0=0,05. A suspencéo fungica foi obtida de placas de Petri
contendo esporos de A. niger crescido em meio BDA (Batata-dextrose-agar) por 10
dias a 25 °C. Os esporos foram coletados com a adicdo de 10 ml de agua destilada
esterilizada na placa e raspagem com auxilio de alca de Drigalsky. A concentracéo
da suspenséo foi ajustada para 10’ conidios/ml em camara de Neubauer.

Em casa-de-vegetacao, ferimentos foram realizados no caule das mudas por
meio de agulhas de seringa esterilizadas antes da inoculacdo dos microrganismos.
Trés horas apoés a inoculacdo com 200 ul da suspenséao bacteriana de cada isolado,
foram inoculados 200 pl da suspensao do fungo. Ambas as inoculacdes foram feitas
sobre os ferimentos. Posteriormente, as mudas foram plantadas em sacos plasticos
de poliestireno contendo solo ndo-esterilizado. O experimento foi realizado com 10
repeticbes para cada tratamento. Foram incluidos os tratamentos controle:
inoculacdo apenas com agua esterilizada (200 pl); e inoculacdo apenas com a
suspensao do fungo (200 pl). Apds 25 dias o experimento foi avaliado seguindo uma

escala de notas de 0 a 4 (Figura 4).
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0 1 2 3 4
L ‘ :
Figura 4. Escala de notas utilizada no experimento em casa-de-vegetacéo.
0: muda sem sintoma da doenga. 1: muda com sintoma inicial apenas na
bainha da folha externa. 2: muda com sintoma inicial no caule (coloracéo

parda). 3: muda com sintoma avangado no caule (coloragéo vermelha). 4:
muda morta.

Com os dados obtidos com a escala de notas, foi estabelecida a severidade e

avaliou-se também a incidéncia de plantas doentes em cada tratamento.

3.5. Identificacdo molecular por meio de PCR

Este estudo foi realizado, com o0s 22 isolados selecionados como
antagonistas a A. niger nos experimerntos in vitro, sendo feito a identificacdo por
PCR de dois géneros: Bacillus sp. e Pseudomonas sp.

Primeiramente, o DNA dos isolados de bactérias foi extraido de colonias
cultivadas em meio TSA por 24 h. Colbénias puras foram transferidas para tubos de
microcentrifuga de 1,5 ml contendo 100 ul de solucéo tampéo de lise celular (0,05 M
NaOH + 0,25 % SDS) e incubados em banho-maria por 15 minutos a 100 °C. Em
seguida, os tubos foram centrifugados a 10.000 rpm por 1 min. O sobrenadante foi
diluido 20 vezes em agua MilliQ e utilizado nas rea¢des de PCR.

Amostras de DNA de cada isolado foram amplificadas pela técnica PCR. As
reacdes de amplificagéo foram feitas em um volume total de 25 pl, contendo Tris-HCI
10 mM, (pH 8,3), MgCl,; 2 mM, 200 mM de cada dNTP (dATP, dTTP, dGTP e dCTP)
[Promega], 20 pmol de primer (Sinapse), 1 U da Taqg polimerase e 30 ng de DNA.

Para o género Bacillus, foi utilizado um par de primers especificos (WU et al.,
2006): B-K1/F, 5-TCACCAAGGCRACGATGCG-3’ e B-K1/R1, 5-
CGTATTCACCGCGGCATG-3'. As amplificagbes foram efetuadas em termociclador

PTC-100 (MJ Research), programado para o género Bacillus com a seguinte
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sequéncia de passos: 94 °C por 3 minutos, seguidos de 25 ciclos de 94 °C por 30
segundos, anelamento de primers a 63 °C por 30 segundos e extensao a 72 °C por 2
minutos. Apoés os 25 ciclos, foi feita uma etapa de extensao final de 10 minutos a 72
°C e, finalmente, a temperatura foi reduzida para 4 °C.

Para o género Pseudomonas, os primers utilizados foram (Johnsen et al.,
1999): PSMg, 5- CCTTCCTCCCAACTT-3 e 9-27, 5-GAGTTTGATCCTGGCTCAG-
3’. Para amplificacdes utilizando os primers especificos para o género Pseudomonas
o termociclador foi programado da seguinte forma: 94 °C por 6 minutos, seguidos de
35 ciclos de 92 °C por 30 segundos, anelamento de primers a 52,5 °C por 30
segundos e extensao a 68 °C por 1 minuto. Depois dos 35 ciclos, foi feita uma etapa
de extenséo final de 6 minutos a 68 °C e, finalmente, a temperatura foi reduzida para
4 °C.

Os produtos das amplificacbes foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1 %. ApoOs eletroforese, os geis foram fotografados em transiluminador de
UV e fotodocumentados. A andlise foi realizada pela presenca de banda especifica

para cada género bacteriano: Bacillus sp. (1114 pb) e Pseudomonas sp. (445 pb).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Isolamento e densidades populacionais

De um modo geral, a densidade de bactérias endofiticas em plantas de sisal
variou de 10* a 10° UFC. A quantidade de bactérias no interior de plantas com a
podriddo vermelha do caule foi significativamente superior as presentes em plantas
sadias (P<0,05). O 6rgao que apresentou maior densidade bacteriana foi o caule,
seguido pela raiz e folha, apresentando 10°, 10° e 10* UFC, respectivamente.
Quando analisadas separadamente (Figura 5), ndo houve diferenca significativa
entre a populacdo bacteriana encontrada no caule e na raiz de plantas sadias. Ja em
plantas doentes, a densidade de endofiticas no caule foi superior as presentes na
raiz (P<0,05). Em plantas sadias e doentes, a folha apresentou uma populacéo

inferior a populagédo encontrada nos demais 6rgaos.
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Figura 5. Densidade populacional de bactérias endofiticas em plantas de
sisal. Barras seguidas de mesma letra mailuscula - dentro de cada 6rgéo; e
mindscula - dentro de cada estado sintomatoldgico, nao diferem entre si pelo
teste de Tukey (P<0,05).

Os resultados deste estudo estdo de acordo com os encontrados na literatura.
Por exemplo, estudos realizados por Reiter et al. (2002), demonstraram que as
populacdes de endofiticas isolados de caule de batata sdo diferentes quando se
considera plantas sadias ou infectadas por patdgenos. Em plantas de citros, Aradjo
et al. (2002), isolaram espécies de Bacillus sp., Curtobacterium sp., Enterobacter
spp., Methylobacterium spp. e Xanthomonas sp. Em plantas com sintomas da
clorose variegada, a maior frequéncia de espécies isoladas pertencia ao género
Methylobacterium, enquanto que Curtobacterium sp. foi mais frequientemente isolada
de plantas assintomaticas. Tal fato sugere que este organismo exerce alguma
funcao na resisténcia do citros aquela doenca.

Segundo Krechel et al. (2002), as espécies bacterianas isoladas com maior
frequéncia, foram Pantoea agglomerans e Stenotrophomonas maltophilia. Pantoea
agglomerans é também citada como bactéria endofitica de milho e outras espécies
de plantas (Quadt-Hallmann et al., 1997), enquanto S. maltophilia € um colonizador

endofitico comum de batata (Garbeva et al., 2001).
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4.2. Controle biolégico in vitro

No processo de selecdo dos isolados, foi observada inibicdo do fungo,
variando de 0% a 100% (Figura 6). Dentre os 497 isolados testados, dez

apresentaram 100% de inibicdo de A. niger, sendo considerados possiveis

antagonistas. 14 isolados apresentaram 67,14% de inibicdo, 177 apresentaram
18,37% e 240 nao inibiram A. niger (Figura 7).

Figura 6. Exemplo representativo de tratamentos do experimento com discos de sisal.
A- suspensdo do fungo e de isolado ndo antagbnico; B-suspensdo do fungo e de

bactéria antagbnica; e C-agua esterilizada.

Esses resultados mostram o efeito antagbnico de bactérias endofiticas e o
potencial uso desses microrganismos como alternativa de controle. O controle
biologico por bactérias endofiticas é evidenciado em diversos estudos na literatura.
Em batata e trevo vermelho, Sturz et al. (1998) isolaram 25 espécies de bactérias
endofiticas, de 18 géneros, das quais 74% apresentaram antibiose in vitro ao fungo
patogénico Rhizoctonia solani. Mukhopadhyay et al. (1996) isolaram bactérias
endofiticas do arroz, que apresentaram forte atividade antifingica contra R. solani,
Pythium myriotylum, Guamannomyces graminis e Heterobasidium annosum.

Krechel et al. (2002) analisaram in vitro o potencial antagbnico de 440
isolados de bactérias endofiticas frente aos patdgenos Verticillium dahliae e
Rhizoctonia solani. Destes, nove isolados pertencentes a espécies de Pseudomonas
sp. e Streptomyces sp. mostraram-se controladores tanto de V. dahlie como R.
solani, sendo portanto considerados como agentes promissores de controle
bioldgico.

Apesar dos estudos referentes ao controle de fitopatdgenos com endofiticas,

ainda se faz necessario um maior conhecimento a respeito de aspectos ecolégicos,
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genéticos e fisiologicos dessa interacéo antagbnica.
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Figura 7. Controle biolégico de A. niger por bactérias endofiticas em
experimento in vitro com discos de sisal, tratados com suspensao

bacteriana e fungica.

No teste de controle por substancias volatéis, todos os isolados testados
foram capazes de inibir a esporulacdo de A. niger (Figura 8). A quantidade de
esporos produzida pelo fungo quando em contato com os metabdlitos dos isolados
BES3, BES50 e BES130 foi inferior aos demais, apresentando diferenca significativa
(P<0,05). A inibicdo da esporulacdo, em comparacdo com o tratamento controle
(apenas A. niger), variou de 77,6% (BES142) a 96,8% (BES3).

Outros estudos reforcam o efeito antagdnico das substancias bacterianas
volateis no desenvolvimento de fitopatdgenos. Por exemplo, Montealegre et al.
(2003) estudaram o efeito inibitério de substancias volateis de duas espécies de
Bacillus sp. sobre Rhizoctonia solani. Os autores observaram uma inibicdo de 20% a
45% no crescimento micelial do patdgeno. Os metabdlitos volateis produzidos pelos
isolados bacterianos testados parecem ser uma alternativa promissora para futuros

estudos visando o controle da podriddo vermelha do sisal.
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Figura 8. Efeito antagbnico de substancias volateis produzidas por bactérias na
esporulacdo de A. niger. Barras seguidas de mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste de Scott & Knott (P<0,05).

4.3. Controle biolégico in vivo

No experimento de casa-de-vegetacdo observou-se diferencas significativas
entre os isolados de bactérias endofiticas. De acordo com os resultados, nenhuma
das repeticbes do tratamento controle com agua apresentou sintomas da doenca.
Houve 100 % de mortalidade nas mudas inoculadas somente com A. niger. A média
de inibicdo da doenca pelos isolados foi de 29,2 %, sendo que os isolados BES127 e
BESO05 apresentaram as maiores porcentagens de inibicdo, com 60,5 % e 57,9 %,
respectivamente (figura 9).

Diversos estudos como este, mostram o potencial de bactérias endofiticas
contra fitopatbgenos em culturas de importancia econdmica. Coombs et al (2004)
avaliaram a atividade antagonista in vitro e in vivo de 38 linhagens de actinobacteria
endofiticas de cereais frente a fungos patogénicos ao trigo, observando que 64 %
delas apresentaram atividade antifingica in vitro e 17 in vivo contra os patégenos
Gaeumannomyces graminis var. tritici, Rhizoctonia solani e Pythium spp. Os autores
destacam a importancia destes microrganismos como agentes de controle biol6gico

no campo, devido a sua capacidade de colonizar os tecidos internos da planta,
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contrariamente aos demais agentes testados. Araudjo et al. (2000) obtiveram 53
endofiticos a partir de folhas (31 isolados) e raizes (22 isolados) de milho. Os
autores testaram a atividade antimicrobiana dos isolados contra Staphylococcus
aureus, Micrococcus luteus, Bacillus subtilis e Candida albicans, e constataram

inibic&o frente a todos os microrganismos avaliados.
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Figura 9. Controle da podriddo vermelha do caule por bactérias endofiticas. A
severidade da doenca de acordo com a escala de notas (barra preta) e a inibicéo
da doenca pelos isolados bacterianos (barra branca) foi avaliada 25 dias ap0s
inoculacédo dos microrganismos.

4.4. ldentificacdo dos isolados

Com a técnica de PCR, foi possivel identificar oito isolados entre os 22
analisados, sendo trés pertencentes ao género Bacillus e cinco ao género
Pseudomonas (Figura 10). Este resultado confirma a presenca destes dois géneros
entre as bactérias endofiticas do sisal com potencial de biocontrole de A. niger.
Esses géneros estdo entre os mais comumente estudados como antagonista de
fitopatdgeno. Quanto aos demais isolados, estudos posteriores devem ser realizados

para a devida identificacao.
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Bacillus sp. Pseudomonas sp.
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BES142 BES 253
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Figura 10. Identificacdo de bactérias por PCR. Bandas de alguns isolados
bacterianos amplificados com primers especificos para os géneros Bacillus e
Pseudomonas sdo mostradas. As setas indicam as bandas caracteristicas para
cada género.

5. CONSIDERACOES FINAIS

Os dados obtidos no presente trabalho sédo inéditos e importantes para o
conhecimento da microbiota associada a cultura do sisal. Neste estudo, foi
evidenciado os possiveis beneficios gerados com a utilizacdo de alguns isolados
endofiticos, tornando-se portanto uma alternativa promissora no que concerne a
producédo sustentavel da cultura. Estudos posteriores devem ser realizados a fim de
conhecer os mecanismos envolvidos na atividade inibitoria desses isolados, além de

determinar a eficiéncia dos isolados no campo.
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