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RESUMO

O meloeiro (Cucumis melo L.) é uma cucurbitacea bastante adaptada ao clima do Nordeste
brasileiro, mas, vem sendo infectada por muitos patdgenos, entre eles o fungo habitante do
solo Macrophomina phaseolina Tassi (Goid.), responsavel pela podriddo cinzenta do caule, e
que causa perdas significativas em muitas culturas. Devido & ampla gama de hospedeiros,
producdo de estruturas de resisténcia, e auséncia de um fungicida registrado para utilizacao
em campo, 0 manejo desse patogeno se torna dificil. Desta forma cresce a procura por formas
alternativas para o manejo desse fitopatdgeno. O trabalho teve como objetivo verificar o
efeito de isolados bacterianos de solo oriundos de trés areas distintas do Rio Grande do Norte,
Brasil, e produtos comerciais a base de microrganismos (Biotrio®, Compost-Aid® e
Serenade®) no manejo de M. phaseolina, e no potencial de promover o crescimento do
meloeiro. Inicialmente foram realizados ensaios in vitro de cultura dupla com 18 isolados e
trés produtos comerciais para identificar os microrganismos que apresentassem efeito
antagonista sobre o fitopatdgeno. Dos 18 isolados testados, cinco apresentaram acgdo
antagonista, sendo 1SO 11, ISO 13, ISO 15, I1SO 16, ISO 18, e o produto Serenade®,
apresentaram Porcentagem de Inibicdo de Crescimento, %PIC, superior a 90%, enquanto 0s
produtos Compost-Aid® e Biotrio® apresentaram PIC acima de 80%. Para os ensaios in vivo
foram utilizados os cinco isolados que apresentaram acdo antagonista in vitro, e os produtos
comerciais. Para avaliar a possivel atividade promotora de crescimento dos isolados foram
realizados ensaios para verificar a producdo de Acido Indol-Acético (AlA), solubilizagio de
fosforo e producéo de biofilme. A maioria dos isolados foram capazes de produzir biofilme,
exceto o exceto o ISO 18. Nenhum dos isolados foram capazes de produzir AlA e de
solubilizar fésforo. Para avaliar in vitro a capacidade promotora de crescimento de plantas, 0s
microrganismos selecionados foram utilizados para testes em casa de vegetacdo pelo
tratamento das sementes de meldo cv. “Goldex” que foram semeadas em substrato
autoclavado contido em badejas. Utilizou-se a concentragdo de 108 UFC/mL de cada isolado
bacteriano, e a dose dos produtos comerciais indicados pelos fabricantes. 12 dias apds a
semeadura ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos no crescimento das mudas de
meloeiro. Para avaliacdo do controle do patdgeno in vivo foi realizado dois ensaios em vasos,
em casa de vegetacdo. Os vasos (15 L) com substrato esterilizado e posteriormente infestado
com M. phaseolina receberam doses semanais dos isolados (14 mL/vaso) e dos produtos
comerciais de acordo com a bula, e os controles com e sem indculo receberam apenas agua
durante 60 dias. As avaliagdes com 30 e 60 dias ndo mostraram diferengas estatistica entre os
tratamentos em relacdo a altura de parte aérea e raiz, diametro do caule, volume de raiz e
massa seca de parte aérea e raiz. No entanto, a incidéncia e a severidade da doenca foram
reduzidas nos tratamentos com o isolado 1SO 18 e os produtos Compost-Aid® e Serenade®,
que proporcionaram reducédo de 40% (ISO 18 e Compost-Aid®) e 50% para o Serenade® na
incidéncia da doenca, e 53,4; 46,7 e 63,4% na severidade, respectivamente sendo que o ISO
B2 foi estatisticamente igual aos produtos Compost-Aid® e Serenade®, tanto na incidéncia
guanto na severidade da doenca. Com esse estudo pode-se concluir que os produtos Compost-
Aid® e Serenade® e o isolado 1SO 18 reduziram a podridéo cinzenta do caule, mas ndo foram
capazes de promover o crescimento do meloeiro.

Palavras-chave: Cucumis melo. Doencas Radiculares. Controle Bioldgico. Antagonismo.



ABSTRACT

Melon (Cucumis melo L.) is a cucurbit that is well adapted to the climate of Northeastern
Brazil, but has been infected by many pathogens, including the soil-born fungus like
Macrophomina phaseolina Tassi (Goid.), responsible for gray stem rot, and that causes
significant losses in many cultures. Due to the wide range of hosts, production of resistance
structures, and the absence of a registered fungicide for use in the field, the management of
this pathogen becomes difficult. In this way, the search for alternative ways to manage this
phytopathogen grows. The objective of this work was to verify the effect of soil bacterial
isolates from three different areas of Rio Grande do Norte, Brazil, and commercial products
based on microorganisms (Biotrio®, Compost-Aid® and Serenade®) on the management of M.
phaseolina, and the potential to promote melon growth. Initially, in vitro double culture
assays were carried out with 18 isolates and three commercial products to identify
microorganisms that had an antagonistic effect on the phytopathogen. Of the 18 isolates
tested, five showed antagonistic action, 1SO 11, ISO 13, ISO 15, ISO 16, I1SO 18, and the
Serenade® product, all showed a Percentage of Growth Inhibition, PGI, greater than 90%,
while the products Compost-Aid® and Biotrio® presented PGI above 80%. For the in vivo
assays, the five isolates that showed antagonistic action in vitro and the commercial products
were used. To evaluate the possible growth promoting activity of the isolates, assays were
carried out to verify the production of indole-acetic acid (IAA), phosphorus solubilization and
biofilm production. Most isolates were able to produce biofilm, except ISO 18. None of the
isolates were able to produce IAA and to solubilize phosphorus. To evaluate, in vitro, the
capacity to promote plant growth, the selected microorganisms were used for tests in a
“greenhouse” by treating the seeds of melon cv. “Goldex” that were sown in autoclaved
substrate contained in trays. A concentration of 108 CFU/mL of each bacterial isolate was
used, and the dose of commercial products indicated by the manufacturers. 12 days after
sowing, there was no statistical difference between treatments in the growth of melon
seedlings. To evaluate the in vivo control of the pathogen, two tests was carried out in vases,
in a greenhouse. The pots (15 L) with sterilized substrate and later infested with M.
phaseolina received weekly doses of the isolates (14 mL/pot) and commercial products
according to the package leaflet, and the controls with and without inoculum received only
water for 60 days. Evaluations at 30 and 60 days did not show statistical differences between
treatments in relation to shoot and root weight, stem diameter, root volume and shoot and root
dry mass. However, the incidence and severity of the disease were reduced in treatments with
the 1SO 18 isolate and the Compost-Aid® and Serenade® products, which provided a
reduction of 40% (ISO 18 and Compost-Aid®) and 50% for the Serenade® in disease
incidence, and 53.4, 46.7 and 63.4% in severity, respectively, with 1SO 18 statistically equal
to Compost-Aid® and Serenade® products, both in disease incidence and severity. With this
study it can be concluded that the Compost-Aid® and Serenade® products and the 1SO 18
isolate reduced gray stem rot, but were not able to promote melon growth.

Keywords: Cucumis melo. Root Diseases. Biological Control. Antagonism.
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1 INTRODUCAO

O meloeiro (Cucumis melo L.) é uma cultura de grande importancia econémica para o
mundo, inclusive o Brasil, que possui condi¢bes geogréaficas e edafoclimaticas favoraveis ao
seu cultivo, principalmente a regido Nordeste que se destaca por ser a maior produtora dessa
olericola no pais (95%), com destaque para os estados do Rio Grande do Norte e Ceara, que
juntos sdo responsaveis por mais de 70% da producdo nacional (KIST, CARVALHO,
BELING, 2022).

Devido a adocdo de praticas de cultivo intensivo, e do sistema de exploragdo do solo
por monoculturas tem se observado o aumento na incidéncia e severidade de diversas
doencas, dentre elas, as promovidas pelos patdgenos habitantes do solo, como Macrophomina
phaseolina, causando perdas econdmicas para os produtores da regido (SANTOS et al., 2000;
SALES JUNIOR et al., 2012).

Os fungos do género Macrophomina Tassi (Goid.) sdo membros da familia
Botryosphaeriaceae, pertencentes a classe Dothideomycetes, e € relatado como um importante
patdgeno habitante do solo afetando diversas cucurbitdceas pelo mundo (COHEN et al.,
2022). Esse fungo é responsavel pela doenga denominada “podriddo-cinzenta” que pode
afetar raizes e caule de plantas causando o damping-off das mesmas, e podriddo no sistema
radicular, no qual os sintomas sdo mais evidentes préximo a colheita.

Regibes com temperaturas elevadas (30 — 35 °C) e baixa umidade do solo (abaixo de
60%) contribuem para o aumento da severidade da doencga; (AKHTAR et al., 2011; KAUR et
al., 2012; MARQUEZ et al., 2021). Devido a formagdo de estruturas de resisténcia
(microesclerodios) (GUPTA et al., 2012; SHARMA et al., 2016) que permitem esse patdgeno
permanecer por anos no local, e a falta de produtos registrados para o seu controle no Brasil a
nivel de campo (MAPA, 2023) alem do apelo internacional para a reducdo de defensivos
quimico, esforcos tém sido realizados para encontrar métodos alternativos para o seu controle,
dentre eles, destaca-se o controle biolégico por meio de microrganismos antagonistas
(RAYMAEKERS et al., 2020).

O controle biolégico é uma prética antiga e consiste na utilizacdo intencional de
microrganismos que apresentem acdo antagonista, impedindo ou suprimindo determinadas
populacdes de patogenos (PAL, GARDENER, 2006). Véarios microrganismos ja foram
relatados apresentando acdo antagonista sobre diversos patdgenos de plantas, com destaque
para os fungos do género Trichoderma, e bactérias dos géneros Bacillus e Pseudomonas
(CAO et al., 2018; SUNPAPAO et. al, 2018; CHANDRA et al., 2020).
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A acdo antag6nica esta relacionada com variados mecanismos, como: competicéo,
parasitismo, indugdo de resisténcia e antibiose (BERDY, 2005; CHOUDHARY, et al., 2009;
MEENA et al.,, 2020). No mercado existem muitos produtos comerciais baseados em
microrganismos que sdo utilizados em diferentes culturas para controle de patdgenos,
melhoramento da fertilidade do solo e na promogéo de crescimento vegetal. Normalmente
eles sdo registrados como biocontroladores ou como fertilizantes.

Outra atividade relacionada ao controle bioldgico esta a capacidade de alguns desses
organismos de promoverem o crescimento de plantas (RAI et al., 2020). Estes
microrganismos sdo facilmente encontrados na regido da rizosfera onde encontra-se a maior
quantidade de matéria orgéanica, e consequentemente nutrientes para o seu estabelecimento e
sobrevivéncia, e consequentemente promovendo o crescimento da planta (KUMAR et al.,
2019; KOUR et al., 2020).

A promocdo no crescimento da planta e sua produtividade esta relacionada a
mecanismos como: tolerancia ao estresse; absorcdo de minerais e nutrientes; producdo de
reguladores de crescimento da planta e producéo de sider6foros (CHOUDHARY et al., 2011,
GARCIA-FRAILE et al., 2015). No entanto, quando os microrganismos sdo adaptados as
condicBes do ambiente, o resultado é mais evidente, e a multiplicacdo desses microrganismos
ocorrem com mais eficiéncia, favorecendo a diversidade desses no solo.

Diante disto, esse trabalho teve como objetivo verificar o efeito de isolados
bacterianos de solo oriundos de trés areas distintas do Rio Grande do Norte, Brasil, e produtos
comerciais a base de microrganismos (Biotrio®, Compost-Aid® e Serenade®) no manejo de M.

phaseolina, e no potencial de promover o crescimento do meloeiro.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cultura do meloeiro

O meloeiro é uma planta que pertence a familia Curcubitaceae, classificada
taxonomicamente como Cucumis melo L., com classificacdo sugerida por Robinson e Decker-
Walters (1997), sendo a espécie dividida em seis variedades ou grupos botanicos: inodorus,
cantaloupensis, conomon, dudaim, flexuosus e momordica. E uma planta polimérfica com
origem genética relacionada & Africa, entretanto, foi na india onde ocorreu sua dispersio, e
hoje, sdo encontradas cultivares em diversas regifes do mundo desde os paises mediterraneos,
centro e leste da Asia, sul e centro da América, e também o centro e sul da Africa (DIAS;
TERAO, 2006).

A cultura possui mais de um milhdo de hectares plantadas no mundo e uma producao
de aproximadamente 32 milhdes de toneladas anuais, sendo uma das hortaligas mais
popularmente conhecida e apreciada, o que a torna de grande expressao econémica em virtude
de seu alto indice de exportacéo para Unido Europeia, Asia e América do Norte (KIST et al.,
2021).

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), em 2021 o Brasil
produziu 627.047 toneladas do fruto (IBGE, 2023), e segundo as projecdes do relatorio do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), até o ano de 2030 a produgéo
de meldo deve aumentar em 30,6 % (MAPA, 2021). A regido Nordeste é a maior produtora de
meldo do pais, com énfase aos estados do Rio Grande do Norte, Ceara, Bahia e Pernambuco
que, em conjunto, produzem cerca de 95% de todo o meldo nacional e desses, apenas o estado
Potiguar abrange 70% da producdo (HORTIFRUT BRASIL, 2022; IBGE, 2023).

A regido do semiérido brasileiro se destaca na producdo de meldo devido as suas
condigdes climaticas favoraveis ao desenvolvimento dessa cultura, como elevado nivel de
radiacdo solar, altas temperaturas (28 - 35 °C) e baixo indice pluviométrico anual (700 a 800
mm), que se concentram em 4 meses do ano. Todos estes fatores contribuem para que o meléo
apresente maior qualidade, além de reducdo do ciclo da cultura (em torno de 60 dias)
tornando um produto competitivo, ja que é possivel cultivar até 3 ciclos por ano, diferente de
outros paises como Franca e Espanha, que possuem ciclos mais longos (em torno de 120
dias), diminuindo a sazonalidade do meldo. Em virtude disto, muitos paises importam meldes
brasileiros para abastecer os mercados internos (FIGUEIREDO et al., 2017). Porém, tal

cultura esta cada vez mais afetada por diversos fitopatdgenos que atacam tanto a parte aérea,
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quanto a radicular, sendo os patégenos habitantes do solo (PHS) responsaveis por atacarem as
raizes e em casos mais severos levando a morte da planta (MICHEREFF et al., 2005).

2.2 Patogenos Habitantes do Solo - PHS

Patdgenos de plantas que sdo transmitidos pelo solo sdo responsaveis por causar
algumas doencas como: podriddo de raizes e copas, murcha e tombamento, e por isso, sdo 0s
principais fatores de limitacdo do sistema produtivo agricola de alimentos, fibras e
ornamentais no mundo (MICHEREFF et al., 2005).

A maioria dos PHS séo dificeis de controlar por estratégias convencionais, COmo 0 uso
de cultivares resistentes e fungicidas sintéticos pois desenvolveram estruturas de resisténcia
gue garantem a sobrevivéncia dos mesmos, frente a situacdes adversas, tais como auséncia do
hospedeiro e/ou condicBes climaticas desfavoraveis (BUENO et al., 2007), que mantém o
patdgeno viavel por varios anos no solo.

Um outro fator que favorece os PHS € a pratica de cultivos continuos, associados a
monoculturas, que sdo praticas comuns realizadas na agricultura (ALTIERI, 2009; ARAFAT
et al., 2019), essa préatica favorece a incidéncia de doengas em diversas culturas, incluindo o
meloeiro.

Comumente, os fitopatdgenos podem aparecer de forma isolada, ou associada a outros.
Em areas produtoras do Rio Grande do Norte e Ceara, os fungos do género Fusarium sp. e
Macrophomina sp. sdo os fungos mais frequentes nos isolamentos das plantas sintomaticas e,
pode ocorrer em associagdo com outros patdogenos como: Fusarium solani (Mart.),
Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid., Monosporascus cannonballus Pollack e Uecker,
Didymella bryoniae (Auersw.) Rehm, Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Grif. e Maubl,
Myrothecium roridum Tode, e Rhizoctonia solani Kiihn (ANDRADE et al., 2005; PORTO et
al., 2016).

2.2.1 Macrophomina phaseolina

Macrophomina phaseolina Tassi (Goid.) € um fungo filamentoso pertencente a familia
Botryosphaeriaceae, classe Dothideomycetes (SARR et al., 2014), e estd relacionada a
doengas de plantas como podridao da raiz, podriddo do carvao, ferrugem das folhas, ferrugem
das mudas, damping-off em mudas em pré e pds-emergéncia, além da podriddo do caule e de
vagem em mais de 750 espécies de plantas (FARR, ROSSMAN, 2023).
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Este fungo possui uma ampla distribuicdo geografica em diferentes tipos de solo,
sendo responsavel por afetar diversas culturas de importancia comercial, principalmente em
paises tropicais e subtropicais (LODHA, MAWAR, 2020). As condicdes de clima, solo seco e
quente, e baixa humidade tornam os sintomas da doenca mais graves, causando o colapso da
planta (KAUR et al., 2012; SOUSA LINHARES et al., 2020; COHEN et al., 2022), no qual
estdo associados a presenca de estruturas de resisténcia produzidas pelo género, os
microesclerddios, que sdo formadas quando o fungo é submetido a condicbes desfavoraveis
ao seu desenvolvimento e liberadas no solo durante a desintegracdo dos tecidos infectados
(COHEN et al., 2016) podendo permanecer no solo em restos culturais por mais de 12 anos
(GUPTA et al., 2012; SHARMA et al., 2016), a acdo desse fungo pode resultar em abandono
de areas.

M. phaseolina ja foi relatado afetando diversas culturas de grande interesse econémico
pelo mundo, entre elas estdo: soja, algodao, milho, feijéo, gergelim e o meloeiro (GUPTA et
al., 2012; MOURA et al., 2022). Em meloeiro, a infeccdo ocorre principalmente ap6s o
plantio, no entanto os sintomas mais severos sdo perceptiveis no final do ciclo da cultura
(WATSON, NAPIER, 2009).

Negreiros et al. (2019), através de analises filogenéticas de isolados de Macrophomina
retiradas de plantas daninhas presentes em plantacbes de meloeiro na regido Nordeste do
Brasil identificou 94 isolados, sendo que 32 isolados foram identificados como M. phaseolina
e 62 como M. pseudophaseolina. O teste de patogenicidade em meloeiro cv. "Gladial™ revelou
que todos os isolados de M. phaseolina inoculados causaram doencas em mudas de mel&o,
mas apenas alguns isolados de M. pseudophaseolina foram capazes de infectar o mel&o.

Em campo infestado com Macrophomina, assim como com outros fitopatdgenos se
torna dificil o manejo devido a producdo de estruturas de resisténcia caracteristica aos
géneros, em que a falta de controles quimicos efetivos e ocorréncia de resisténcia adquirida
estdo entre os principais fatores estimulantes para explorar outras medidas de controle
(PARREIRA et al., 2009). No Brasil, ndo ha& fungicida registrado para o género
Macrophomina na cultura do meloeiro (MAPA, 2023), e os cultivares apresentam baixa ou
nenhuma resisténcia ao fitopatogeno (NEGREIROS et al., 2019).

Diversas abordagens de manejo foram estudadas em diferentes partes do mundo onde
as doencas induzidas por Macrophomina sao prevalentes, como solarizacdo, biofumigacéo,
tratamento de sementes com produtos quimicos comerciais, incorporacdo de matéria organica
no solo e o controle biolégico (MOURA et al.,, 2022). No entanto, olhando para as

dificuldades de controle, uma abordagem integrada € necessaria para gerenciar eficazmente
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esta doenca para culturas economicamente valiosas no campo e em condi¢des de estufa
(LODHA, MAWAR, 2020).

Entre as estratégias estudadas, o controle bioldgico de Macrophomina com uso de
microrganismos antagonistas a base de bactérias € um dos mais estudados na atualidade, e
onde j& se ver comercialmente, em areas de producdo de meldo no Brasil, a producdo de

microrganismos on farm, com um dos objetivos o controle de PHS.

2.3 Controle biologico

Entre os métodos alternativos de controle de fitopatdgenos e protecdo das plantas, o
controle bioldgico vem sendo bastante estudado e aplicado em diversas culturas de interesse
comercial, pois apresenta menor impacto sobre o ambiente, atuacdo para uma grande
variedade de patogenos, além de contribuir significativamente na reducdo de gastos com
agrotoxicos (FREITAS, AGUILAR-VILDOSO, 2004).

O controle bioldgico pode ser definido como a utilizacdo intencional de organismos
vivos, indigenas, introduzidos no local ou planta hospedeira, que apresentem atividade
antagonista ou supressora a determinada populacao de patégeno (PAL, GARDENER, 2006).

Os mecanismos de acdo com 0s quais esses biocontroladores atuam sdo 0s mais
variados, sendo os mais descritos: competicdo, caracterizado pela disputa pelo mesmo espaco
e/ou nutrientes em um mesmo nicho ecolégico (PAL, GARDENER, 2006; DJONOVIC et al.,
2007), o parasitismo pela degradacdo da parede celular, por acdo de enzimas que confere o
controle de fungos fitopatogénicos (CASTALDI et al., 2021), a inducdo de resisténcia pelos
organismos com capacidade antagonista, que quando aplicada sobre a planta ou nas raizes
podem atuar como indutores de resisténcia sobre a planta hospedeira (CHOUDHARY et al.,
2009; MEENA et al., 2020), e antibiose, pela inibi¢cdo do crescimento microbiano induzido
pela acdo de compostos bioativos proveniente do metabolismo secundario (TORRES et al.,
2016; MEENA et al., 2020; CASTALDI et al., 2021).

Esses diversos mecanismos de acdo geralmente ndo atuam separadamente sobre o
fitopatdgeno, mas de forma integrada no ambiente onde esta introduzido o hospedeiro durante
a interacdo antagonica (PUNJA, UTKHEDE, 2003; PAL, GARDENER, 2006).

Entre os principais grupos de bactérias que se destacam no controle bioldgico de
fitopatdgenos esta o grupo das Actinobactérias (ARAUJO, 1998), que sdo bactérias gram-
positivas, constituidas por micélios com organizacdo filamentosa, muitas vezes ramificada,

encontradas facilmente no solo, principalmente na rizosfera, sendo conhecida pela ampla
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variedade de compostos bioativos produzidos, e pela diversidade funcional como: producéo
de quitinase (FLEURI, SATO, 2005), celulase (LIMA et al., 2000), fitohorménios
(SHRIVASTAVA et al.,, 2008), substancias que estimulam o crescimento vegetal e a
colonizacdo em ectomicorrizas (RIEDLINGER et al., 2006).

Além das actinobactérias, as bactérias dos géneros Bacillus e Pseudomonas sdo
utilizadas para controle bioldgico de diferentes patdgenos (CAO et al., 2018; CHANDRA et
al., 2020), sendo que o género Bacillus apresentam certas vantagens em relacao as do género
Pseudomonas, principalmente em relacdo a resisténcia a dessecacdo, devido a formacdo de
endosporos, que confere a ela uma maior capacidade de sobrevivéncia em condicOes adversas
do ambiente (LANNA FILHO et al., 2010; PESCE et al., 2014).

O uso de praticas que beneficiem o desenvolvimento de microrganismos antagonistas
nativos ou introduzidos, sdo abordagens que podem beneficiar a sadde de diferentes culturas
agricolas (BETTIOL et al., 2009). Diversos esforgos tém sido realizados com a finalidade de
isolar microrganismos da rizosfera de diversas culturas que apresentem capacidade de
biocontrole, e que sejam adaptadas a sua regido de origem para melhor atividade contra os
PHS.

O controle bioldgico é uma abordagem eficaz e sustentavel para proteger as plantas e
preservar 0 meio ambiente. E importante continuar explorando novas formas de controle
bioldgico e integra-lo as praticas agricolas para garantir a satde das culturas e o equilibrio do
ecossistema. Outra atividade que esta intrinsecamente relacionada a esses inoculantes a base
de microrganismos antagonistas é a atividade que alguns apresentam de contribuir na

promogcéo do crescimento da planta (PIETERSE et al., 2012).

2.4 Uso de inoculante microbiano na agricultura

A busca por metodos alternativos com abordagens que visam a producdo agricola
intensiva e a0 mesmo tempo sustentavel, tem cada vez mais ganhado o cenario agricola atual.
A utilizagdo de inoculantes a base de microrganismos que promovam 0 crescimento de
plantas, a tolerancia aos estresses bidticos e abidticos e que seja menos agressivo a0 meio
ambiente em relacdo aos fertilizantes quimicos, vém cada vez mais aumentando no mundo
(HUNGRIA, 2011; SCHOEBITZ et al., 2013).

O registro de produtos de origem biol6gica vem crescendo a cada ano. No ano de 2022
um total de 504 ingredientes ativos de agrotdxicos foram registrados para uso no pais, desses,

107 (21,2%) eram agentes obtidos de fontes biologicas (microrganismos, semioquimicos,
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feromonios, entre outros) (ANVISA, 2023). Entre os ingredientes ativos a base de
microrganismos destaca-se a utilizacdo dos géneros bacterianos Bacillus e Pseudomonas
presente em varias formulacdes desses produtos.

Alguns produtos ja se encontram no mercado nacional, ¢ o caso do Serenade®, um
fungicida e bactericida microbioldgico que possui diferentes mecanismos de atuacao frente a
bactérias e fungos fitopatogénicos. Ele contém lipopeptideos produzidos pelo Bacillus subtilis
QST713, que atuam na membrana celular das estruturas reprodutivas dos fungos. Esses
lipopeptideos provocam a deformacdo e ruptura dessas estruturas, inibindo o crescimento e a
reproducédo dos fungos (MARRONE, 2002).

Além disso, o Bacillus subtilis QST713 também age por competicdo de espaco e
nutrientes na superficie vegetal da planta e no solo junto ao sistema radicular. Ele coloniza
esses locais, competindo com os fungos patogénicos por nutrientes e espaco, aléem de impedir
seu crescimento e desenvolvimento (LAHLALI et al., 2011).

O Biotrio® é um inoculante promotor de crescimento que contém cepas exclusivas de
Bacillus subtilis, B. amyloliquefaciens e B. pumilus. Tais cepas trabalham em sinergia para
melhorar a saude das plantas e do solo, aumentar a disponibilidade de nutrientes para as
plantas, melhorar a estrutura do solo e proteger as plantas contra patégenos do solo
(BIOTROP, 2023).

O Compost-Aid® ¢ um aditivo para compostagem a base de enzimas e bactérias
(Lactobacillus plantarum, Bacillus subtilis e Enterococcus faecium) que ajudam a acelerar o
processo de decomposicdo de matéria organica, além de atuarem no controle de fitopatégenos
de solo (MOURA et al., 2022). Cada um desses agentes bioldgicos vai atuar de forma
especifica no ambiente e nas plantas.

A atuacdo desses microrganismos acontece mais precisamente na regido da rizosfera,
devido a grande quantidade de matéria orgénica que pode ser encontrada nessas regides,
favorecendo tanto o crescimento das plantas como a sobrevivéncia dos microrganismos que se
comunicam por quimiotaxia através de sinais quimicos liberados pelos exsudados das raizes
das plantas, desenvolvendo, assim, uma relacdo planta-microrganismo (CAFFARO et al.,
2011).

Por colonizarem exatamente a regido da planta responsavel pela assimilacdo de
nutrientes do solo, essa relacdo pode contribuir aumentando a produtividade dos cultivos
agricolas, o conteudo nutricional das plantas, e além disso, suprimirem o crescimento de PHS
(RAMAKRISHNA; YADAV; LI, 2019).



23

Podem ser encontrados na literatura varios géneros de Bactérias Promotoras de
Crescimento de Plantas (BPCP), como: Azotobacter, Bacillus, Pseudomonas, Rhizobium,
Clostridium, Enterobacter, Serratia, Burkholderia e Azospirillum (KHALID; ARSHAD;
ZAHIR, 2004; BENIZRI et al., 2001).

Além das bactérias, os fungos também podem atuar como promotores do crescimento
de plantas, o género Trichoderma é o mais estudado e utilizado; além de serem comuns na
rizosfera, possuirem a capacidade de colonizar e crescer associados as raizes das plantas
(endofiticos), aumentando significativamente o seu desenvolvimento (HARMAN et al.,
2008). Para que os microrganismos promotores de crescimento possam desempenhar Sseu
papel, quando introduzidos num micro-habitat, eles devem ter a capacidade de sobreviver e se
multiplicar, mesmo em competicdo com a microbiota nativa, pelo menos, o tempo necessario
para expressar as atividades benéficas de promocdo do crescimento vegetal (MARTINEZ-
VIVEROS et al., 2010).

A forma como esses microrganismos vao atuar sobre o crescimento da planta podem
ser de forma direta ou indireta. A forma direta esta mais relacionada com a modulacgéo interna
dos niveis de fitormdnio como o Acido Indol-Acético (AIA), citocinina e giberelinas
envolvidos no crescimento, expansao celular, alongamento do caule, sinalizagdo nutricional,
expansdo foliar, crescimento radicular, ramificacdo, floracéo e fixacdo de frutos, ou atuar de
forma indireta, através de antagonismo impedindo ou dificultando a infeccdo por
fitopatdgenos que podem afetar negativamente o desenvolvimento da planta (PATEL et al.,
2015; GOSWAM I et al., 2016).

Além da producdo de hormonios, esses microrganismos ja foram relatados como
indutores de resisténcia ao estresse oxidativo através da biossintese de enzimas antioxidantes
eliminadoras de espécies reativas de oxigénio (EROs), que incluem a superéxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), peroxidase (POX), glutationa redutase (GR) e ascorbato peroxidase
(APX) (WANG et al., 2012).

As BPCPs ja foram relatadas como sendo responsaveis pelo acimulo de compostos
osmoprotetores como glicina, betaina, agucares (sacarose), poliois (manitol), &cidos organicos
(malato), ions inorgénicos (calcio) e aminoécidos (prolina) (ZHANG et al., 2010; BANO et
al., 2013) que sdo responsaveis pela tolerancia ao estresse por seca e salinidade. Esses
osmoprotetores atuam através da manutencdo do turgor celular, ajudando a planta na reducéo
do seu potencial hidrico sem que afete o contetdo relativo de agua (CRA) das células
(SERRAJ; SINCLAIR, 2002).
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A producdo de biofilmes por BPCPs € constituida de agregados de células bacterianas
envoltos de uma matriz de exopolissacarideos que conferem as células uma série de
vantagens, como: adesao a superficies, protecdo contra variacbes do ambiente, aumento da
variabilidade antigénica, retencdo de ions e nutrientes, resisténcia a dessecacdo (ROBERSON;
FIRESTONE, 1992) e nas plantas essa formacdo de biofilme pode conferir protecdo das
raizes, além de estabelecer gradientes de potencial hidrico sob condicdo de baixa
disponibilidade de agua, aliviando a deficiéncia hidrica e o estresse salino (PAUL; LADE,
2014).

Outra forma de agdo dos microrganismos promotores de crescimento de plantas é
através da otimizacdo de absorcdo de macronutrientes pelas plantas como o nitrogénio (N),
fosforo (P), potassio (K), calcio (Ca), magnesio (Mg) e enxofre (S), e micronutrientes como o
boro (B), manganés (Mn), cloro (Cl), ferro (Fe), zinco (Zn), molibdénio (Mo) e cobre (Cu),
através da fixacdo bioldgica de nitrogénio, producdo de siderdforos, aceleragdo da
mineralizacdo da matéria organica e solubilizacdo de nutrientes do solo (AZARMI et al.,
2011; GOSWAMI; THAKKER; DHANDHUKIA et al., 2016).

Assim, 0s microrganismos protetores e promotores de crescimento de plantas sdo uma
alternativa ecoldgica para a obtencdo de plantas mais desenvolvidas devido a acdo que esses
organismos promovem sobre elas, como expansdo do sistema radicular que permite maior
absorcdo de é&gua e nutrientes, fixacdo de nitrogénio, resisténcia a patdgenos, e
consequentemente aumento da biomassa vegetal (COMPANT et al., 2010; SHAFI et al.,
2017). Neste sentido estudos sobre novos microrganismos adaptados a mais diversas culturas
s80 necessarios ja que a cada ano mais produtos a base de biologicos sdo inseridos no
mercado.

Diante disso, o objetivo desse trabalho foi verificar o efeito de isolados bacterianos de
solo oriundos de trés areas distintas do Rio Grande do Norte, Brasil, e analisar produtos
comerciais a base de microrganismos (Biotrio®, Compost-Aid® e Serenade®) no manejo de M.

phaseolina, e seu efeito na promocao do crescimento do meloeiro.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencdo dos isolados

O isolado de M. phaseolina CMM1531 depositado na Colec¢do de Culturas de Fungos
Fitopatogénicos “Prof. Maria Menezes”, da Universidade Federal Rural de Pernambuco,
Brasil, cddigo GenBank MN136199, foi obtido de raizes de meloeiro com sintomas de
podriddo cinzenta do caule. Os 18 isolados bacterianos foram obtidos de solos da Horta
didatica da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA) (latitude 5°12'26,122" Sul;
longitude 37°197,979" Oeste), da Fazenda Barrocas (latitude 5°34'57,695" Sul; longitude
37°16'37.668" Oeste), e da Fazenda de meldo Agricola Bom Jesus — RN (latitude 5°0'26,54"
Sul; longitude 37° 23' 53,16" Oeste), e estdo preservados no Laboratério de Fitopatologia e
Microbiologia da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA).

Os bioprodutos comerciais utilizados foram: Serenade® a base de Bacillus subtilis
linhagem QTS713; Biotrio® a base de B. pumilus CCTBO05, B. subtilis CCTBO04, B.
amyloliquefaciens CCTB09 e Compost-Aid® a base de Lactobacillus plantarum, Bacillus
subtilis e Enterococcus faecium. Os tratamentos com os produtos comerciais foram realizados

de acordo com as especificacdes de cada fabricante como disposta na Tabela 1.

Tabela 1. Composicdo e doses de produtos utilizados no estudo.

Produto Tino de Dosagem Tratamento
. Empresa Concentragéo o de Principio Ativo Recomendada de
Comercial Formulagéo o .
semente
Enzimas e bactérias
Lactobacillus
Compost- Alltech Pé pla(ntarum Bacillus ,1g/1mL de
: Crop 1,25 x 108 * . . 2 -3 kg/ha agua/Kg de
Aid® : Dispersivel subtilis e
Science® sementes
Enterococcus
faecium)
Bacillus pumilus
Suspenséo CCTBO05, B. subtilis 100 - 900 30— 100
Biotrio® Biotrop 1x10%* Concentrada CCTBO04, B. mL/ha mi/ha
amyloliquefaciens
CCTB09
Suspensdo Bacillus subtilis 4 mL/Kg de
9% —
Serenade® Bayer 1x10 Concentrada  linhagem QTS 713 sl sementes

Dados - *UFC/g ou mL; **Recomendagdes técnicas dos fabricantes.
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3.2 ldentificacéo bioquimica e morfoldgica dos isolados bacterianos

Para a identificacdo bacteriana, foram feitos testes bioquimicos e morfolédgicos para a
caracterizacdo de género. Foram analisadas a morfologia das colénias, coloracdo pelo método
de Gram, produgdo de enddsporos, motilidade, teste da catalase, teste da citocromo-oxidase,
via metabdlica da glicose O/F, fermentagdo da lactose, teste do vermelho de metila (VM),
teste de Voges-Proskauer (VP), utilizagdo do citrato como fonte Unica de carbono,
descarboxilacdo da arginina (arg), descarboxilacdo da ornitina, descarboxilacéo da lisina (lis),
desaminacgéo da fenilalanina (fen), producdo de indol, producdo de sulfeto de hidrogénio,
producéo de pioverdina e producéo de piocianina (PROCOP et al., 2018).

3.3 Antagonismo in vitro de isolados bacterianos sobre M. phaseolina

Os 18 isolados bacterianos foram multiplicados durante 24 horas em caldo LB (Luria
Bertani), com concentragéo final de 1 x 102 UFC/mL. O fungo M. phaseolina foi repicado
para meio Agar Batata Dextrose (BDA), e as placas foram mantidas por 5 dias em estufa tipo
BOD (Biochemical Oxygen Demand). Os isolados bacterianos foram incorporados ao meio
BDA quando o mesmo atingiu a temperatura de aproximadamente 50 °C na concentracao de
30 mL dos isolados para um litro de meio. Os produtos comerciais Serenade® e Biotrio®
seguiram as doses recomendas pelos fabricantes, ja o Compost-Aid® foi utilizado a dose de
5g/L definida em teste de bancada. Discos de 6 mm de didmetro do patégeno foram colocados
no centro das placas de Petri de 90 mm com BDA ja solidificada com os tratamentos. O
controle foi composto por cultivo Gnico do fitopatdgeno. As placas foram mantidas a 28 °C
por 5 dias (NASCIMENTO et al. 2016). A Porcentagem de Inibicdo do Crescimento (%PIC)

do fungo foi calculada usando a seguinte formula:

%PIC = [(Rc - Rt)/Rc] x 100

No qual, “Rc” é o crescimento radial do patégeno de teste nas placas de controle (mm)
e “Rt” é o crescimento radial do patogeno de teste nas placas de teste (mm). O delineamento
foi inteiramente casualizado, composto de 19 tratamentos e 5 repeti¢des, o ensaio foi repetido.
Os isolados que apresentaram atividade antagonista foram submetidos a ensaios in

vitro e in vivo de promogao de crescimento.
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3.4 Avaliacdo de caracteristicas de promocao de crescimento de plantas

3.4.1 Solubilizacdo de fosfato inorganico

As bactérias que apresentaram atividade antagonista foram repicadas para meio de
cultura sélido composto por: glicose - 10 g; agar - 20 g; asparagina - 2 g; MgSOa4 - 0,5 g;
NaCl - 0,1 g; KCI - 0,1 g; extrato de levedura - 0,5 g; agua destilada - 1000 mL e pH ajustado
para 7,0 com NaOH 1N, e depois de passar pelo processo de esterilizacdo é necessario a
adicdo asséptica de mais 50 mL de solucdo esterilizada de K:HPOs (10%) e 100 mL de
solucéo esterilizada de CaClz (10%) para a formagdo do CaHPO4 no meio (KATZNELSON,;
BOSE, 1959). A formacéo de halo claro no meio de cultura significa que as bactérias foram

capazes de solubilizar o fésforo inorganico.

3.4.2 Producdo de Acido Indol-Acético (AIA)

As bactérias foram cultivadas em caldo LB suplementado com L-triptofano (200
mg/L) por 72 horas a 28 °C, centrifugado (12,850 x g por 10 min). Em seguida, 2 mL de
sobrenadante das bactérias foram misturados com 4 mL de Reagente de Salkowski (FeCls 0,5
M em solucdo de HCIO4 a 35%) e 2 gotas de solugdo ortofosforica &cida, incubado por 30
min a 25 °C. O desenvolvimento da cor rosa indica producdo AlA de acordo com Damodaran
et al., (2013), adaptado.

3.4.3 Producéo de biofilme

Foram pegos 10 uL de uma cultura noturna de cada isolado bacteriano e adicionado
em 9 mL de meio LB estéril, e os tubos foram incubados a 37 °C por 48 h, apds esse periodo
foi descartado cuidadosamente o meio de cultura e os tubos foram corados com cristal violeta
por 30 segundos, e lavados cuidadosamente para melhor visualizagdo do biofilme (HANEY et
al. 2018), adaptado.
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3.4.4 Promogéo de crescimento em mudas de meloeiro

A avaliacdo da capacidade promotora de crescimento em mudas de meldo amarelo
‘Goldex’ foi realizada pelo tratamento das sementes. Os tratamentos foram realizados com as
doses dos produtos recomendadas pelos fabricantes (Tabela 1), para os isolados que
apresentaram atividade antagonica, os mesmos foram multiplicados em meio LB por 48 h, e a
concentracdo foi corrigida para a densidade otica (O.D.) de 0,32 a 650 nm, usando
espectrofotébmetro UV/VIS (KOWALCZYK et al., 2016), e a dose aplicada foi de 4 mL/Kg
de sementes.

O tratamento das sementes foi realizado pela adi¢do dos volumes sobre as sementes e
homogeneizadas em sacos plasticos para sua completa cobertura pelos inoculos e deixadas até
a completa secagem das sementes. Em seguida, foram semeadas em bandejas de polietileno
com substrato previamente autoclavado durante uma hora a 120 °C, duas vezes, em intervalos
de 24 horas. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 9 tratamentos (3
produtos, 5 isolados bacterianos e uma testemunha tratada apenas com &gua destilada
esterilizada) composto de 3 repeticdes, sendo cada repeticdo composta por 25 sementes. Para
a analise da promocdo do crescimento, 12 dias ap6s a semeadura, as plantulas foram levadas
ao laboratério onde foram avaliados os comprimentos das partes: aérea e raiz, em seguida,
foram secas em estufa de circulacdo de ar a 60 °C até atingir massa constante, para avaliacdo

de massa seca.

3.5 Controle biologico in vivo de M. phaseolina

Os ensaios foram conduzidos em casa de vegetagdo, na UFERSA
(5°12°48°°S/37°18’44°°’W), em delineamento inteiramente casualizado (DIC), sendo os
tratamentos compostos por 5 isolados bacterianos, 3 produtos comerciais (Serenade®, Biotrio®
e Compost-Aid®), e os controles, com e sem inéculo de M. phaseolina, totalizando 10
tratamentos, com 5 repeticdes cada. O ensaio foi repetido. A unidade experimental foi
constituida de uma planta de meldo amarelo ‘Goldex’ por vaso de capacidade de 15 litros de
solo esterilizado. O solo e 0 composto areno-organico foram adquiridos na Fazenda Agricola
Famosa, localizada em Icapui - CE. Estes foram esterilizados em autoclave, a 120 °C, durante
dois dias, sendo uma hora por dia, com intervalo de 24 horas. O solo utilizado foi coletado na
camada de 0-20 cm de profundidade onde encontra-se a maior comunidade de PHS. Uma

amostra homogénea foi coletada para a realizacdo da analise quimica do solo, que foi
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realizada no laboratdrio de fertilidade do solo e nutricdo de plantas da UFERSA, obtendo os

resultados contidos na tabela 2.

Tabela 2. Atributos quimicos de amostras de solo e composto areno-organico. Mossor6-RN,
UFERSA, 2023.

N pH CE P K* Na* Ca* Mgz* AlRF* H+AI SB CTC PST
Amostras )
/Kg  H,O0  dS/m mg/dm? cmoly/dm? %
Solo - 7.1 0,08 99,2 54,4 14,8 2,40 1,10 0,00 0,00 3,70 3,70 2
Composto - 7,1 3,13 243,3 2.904,0 420,0 14,1 4,26 0,00 0,00 27,62 27,62 7

N: Nitrogénio; pH: Potencial hidrogenionico; P: Fosforo; K*: Potassio; Na*: Sédio; Ca?*: Calcio; Mg?*:
Magnésio; Al¥*: Aluminio; H+Al: Hidrogénio + Aluminio; SB: Saturagdo de Bases; CTC: Capacidade de Troca
Catidnica; PST: Percentagem de Sddio Trocével; CE: Condutividade Elétrica.

3.5.1 Producéo do in6culo de M. phaseolina e infestacdo do solo

O fungo foi cultivado em sacos de polipropileno (PP) contendo composto areno-
organico (LEFEVRE; SOUZA, 1993), composto de trés partes de esterco curtido, uma parte
de areia lavada e 2% de aveia (v/m), no qual foram adicionados 20 mL de &gua destilada para
cada 100 mL de substrato. O composto foi previamente esterilizado em autoclave, a 120
°Cdurante dois dias, sendo uma hora por dia, com intervalo de 24 horas. Posteriormente, em
camara asséptica, foram transferidos 8 discos de 5 mm de diametro retirados das bordas das
colbnias em crescimento para sacos contendo composto areno-organico.

Os sacos foram mantidos em estufa incubadora BOD, a 28 + 2 °C, por quinze dias,
sendo periodicamente agitados com o objetivo de homogeneizar a infestagdo. Um saco sem o
indculo, foi mantido nas mesmas condi¢cdes dos sacos com o micélio, servindo como
referencial de possiveis contamina¢Ges. Vasos de 15 L foram preenchidos com solo +
composto areno-organico na proporcdo de 2:1 (solo/composto) e devidamente esterilizados
conforme descrito anteriormente. O solo dos vasos foi infestado com o referido patégeno, na

camada de 10 cm de profundidade, na dosagem de 18 g/L de solo.
3.5.2 Producdo, transplantio das mudas e préticas culturais
Sementes do melao amarelo cv. ‘Goldex’ (Topseed™) foram semeadas em bandejas

de polietileno, contendo substrato autoclavado. As bandejas foram irrigadas de forma manual,
duas vezes ao dia. O transplantio das mudas foi realizado 10 dias apds a semeadura quando
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estavam com uma folha definitiva, sendo uma muda por vaso. Os vasos foram irrigados de
forma manual e as adubacdes foram feitas conforme a andlise do solo e a necessidade da

cultura.

3.5.3 Aplicacéo dos indculos bacterianos

As suspencdes bacterianas foram cultivadas em caldo LB, a 28 °C por 48 h, as
concentracfes foram ajustadas para a densidade Optica (O.D.) de 0,24 a 650 nm usando
espectrofotémetro UV/VIS (KOWALCZYK et al., 2016). Os produtos comerciais Serenade®
e Biotrio® foram formulados de acordo com as concentracdes de calda dos fabricantes (Tabela
1). O produto Compos-Aid® foi utilizado na concentracgdo de 5 g/L. Os volumes aplicados por
planta foram de 14 mL para os isolados e Serenade®; 7,14 mL de Biotrio® e 28,5 mL de
Compost-Aid® foram determinados levando em consideragéo o volume de calda aplicada por
hectare. A aplicacdo dos inoculos e produtos foram feitas uma vez por semana durante 60

dias.

3.6 Incidéncia e severidade da doenca

As avaliagdes de incidéncia e severidade de doencas foram realizadas aos 60 dias apds
transplantio. A incidéncia foi estimada pelo percentual de plantas sintométicas em cada
tratamento. A severidade da doenca foi avaliada utilizando-se a escala de notas descrita por
Ambrosio et al. (2015), em que 0 = assintomatico, 1 = menos de 3% dos tecidos infectados, 2
= 3-10% dos tecidos infectados, 3 = 11-25% dos tecidos infectados, 4 = 26-50% dos tecidos
infectados, 5 = mais de 50% dos tecidos infectados e plantas mortas.

As plantas sintomaticas foram isoladas para confirmagdo do agente causal. Para isso,
fragmentos da area limitrofe foram retirados de todas as plantas sintomaticas, e passaram por
um processo de desinfestacdo superficial (BUENO et al., 2007). Foram colocados quatro
fragmentos de cada planta em placas de Petri contendo meio de cultura batata (BDA +
antibiotico (tetraciclina 0,05 g/L). Apds os procedimentos, as placas foram mantidas em BOD
a 28 £ 2 °C, por cinco dias. O patégeno foi identificado utilizando chaves de identificacdo
(BARNETT; HUNTER, 1998), de acordo com as caracteristicas morfoldgicas observadas.
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3.7 Anélise de crescimento e desenvolvimento do meloeiro

A andlise do crescimento foi realizada, com auxilio de uma fita métrica, aos 30 e 60
dias para avaliacdo da altura das plantas, o diametro do caule foi avaliado com auxilio de um
paquimetro digital (CARBOGRAFITE®). No fim do experimento (60 dias) foi avaliado a

massa seca da parte aérea e raiz e volume de raiz.

3.8 Analise estatistica

Para verificar o efeito dos tratamentos, foram avaliados os pressupostos da analise de
variancia da normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade a 5% de significancia.

Para as variaveis que apresentaram distribuicdo normal, foi utilizada analise de
variancia (ANAVA), complementada com teste de Tukey (p<0,05). Para as variaveis que ndo
atenderam as pressuposicdes, foi realizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis
(p<0,05). Todas as analises foram realizadas no software R, versdo 4.02 (R CORE TEAM,
2020).
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4. RESULTADOS
4.1 Obtencdo e caracterizacao dos isolados

Inicialmente foram obtidos 18 isolados bacterianos sendo 5 da Horta Didatica da
UFERSA, 6 da Fazenda Barrocas, e 7 da Fazenda Agricola Bom Jesus, totalizando 18

isolados (Tabela 3).

Tabela 3. Locais de onde foram obtidos os isolados no estudo.

Locais onde foram isoladas as bactérias

Horta Didatica da UFERSA Fazenda Barrocas (RN) Fazenda Agricola Bom Jesus

(RN)

ISO 1 ISO 6 I1SO 12
ISO 2 ISO7 I1SO 13
ISO 3 ISO 8 I1SO 14
ISO 4 ISO9 I1ISO 15
ISO5 ISO 10 I1ISO 16
ISO 11 I1SO 17

I1SO 18

Os 18 isolados apresentaram col6nias redondas, translicidas, com bordas suaves e
elevacdo convexa. As analises morfoldgicas identificaram 15 dos isolados com caracteristicas
de bacilos moéveis, Gram-negativos e ndo produtores de enddsporos. Os demais isolados I1SO
6, ISO 8 e I1SO 18, foram caracterizados como bacilos Gram-positivos, produtores de
enddsporo, sendo o I1SO 6 caracterizado como ndo madvel por auséncia de flagelo.

Todos os isolados bacterianos apresentaram respostas positivas para os testes de
catalase e oxidase. A maioria dos isolados apresentaram metabolismo oxidativo, sendo
capazes de utilizar a glicose apenas em condi¢cOes de aerobiose, no entanto, os isolados ISO 6
e I1ISO 18 apresentaram metabolismo assacarolitico para a glicose, enquanto o ISO 8
apresentou a via fermentativa.

Na avaliagéo da utilizacdo do citrato como fonte de carbono, apenas os isolados 1SO 6
e ISO 18 ndo foram capazes de utiliza-lo. A maioria dos isolados foram capazes de realizar
descarboxilacdo da arginina, com excecdo do ISO 6 e ISO 18, também, a maioria dos
isolados, com excecdo dos: ISO 6, ISO 8 e ISO B2 produziram pioverdina em meio de
cultura, dentre estes, os isolados ISO 9, ISO 10, ISO 11, I1SO 12, ISO 14, 1SO 15, ISO 16 e
ISO 17 foram também capazes de produzir o pigmento piocianina.
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Foram negativos os resultados de todos os isolados para fermentacao da lactose, testes
do vermelho de metila (VM) e Voges-Proskaeur (VP), producdo de indol, sulfeto de
hidrogénio, descarboxilacdo da lisina, ornitina e desaminacdo da fenilalanina. Com tais
informacdes, foi possivel classificar os isolados bacterianos a nivel de género, conforme

descrito na Tabela 4.

Tabela 4. Isolados obtidos no estudo e seus respectivos géneros.

Isolado Género bacteriano Isolado Género bacteriano
ISO1 Pseudomonas sp. ISO 10 Pseudomonas sp.
ISO 2 Pseudomonas sp. ISO 11 Pseudomonas sp.
ISO 3 Pseudomonas sp. ISO 12 Pseudomonas sp.
ISO 4 Pseudomonas sp. ISO 13 Pseudomonas sp.
ISO5 Pseudomonas sp. ISO 14 Pseudomonas sp.
ISO 6 Bacillus sp. ISO 15 Pseudomonas sp.
ISO7 Pseudomonas sp. ISO 16 Pseudomonas sp.
ISO 8 Bacillus sp. ISO 17 Pseudomonas sp.
ISO 9 Pseudomonas sp. ISO 18 Bacillus sp.

O perfil morfolégico e bioquimico de todos os isolados do estudo pode ser visualizado
na Tabela 5.
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Tabela 5. Caracterizacdo morfoldgica e bioguimica dos isolados (+: reacdo positiva; -: reacdo negativa; O: metabolismo oxidativo; F:

metabolismo fermentativo; A: metabolismo assacarolitico; VM: vermelho de metila; VP: VVoges-Proskauer; Lis: lisina; Fen: fenilalanina; Arg:

arginina).

Cédigo Gram Formato Motilidade Catalase =~ Oxidase O/F Citrato Arg Pioverdina Piocianina
1ISO 1 Bacilo + + + (0] + + +
1ISO 2 Bacilo + + + o + + +
1SO 3 Bacilo + + + (0] + + +
1ISO 4 Bacilo + + + o + + +
1ISO5 Bacilo + + + o + + +
1SO 6 + Bacilo + + A
1ISO7 Bacilo + + + o + + +
1ISO 8 + Bacilo + + + F + + - -
1ISO9 Bacilo + + + o + + + +
1SO 10 Bacilo + + + (0] + + + +
1SO 11 Bacilo + + + o + + + +
1SO 12 Bacilo + + + o + + + +
1SO 13 Bacilo + + + o + + +
1SO 14 Bacilo + + + o + + + +
1SO 15 Bacilo + + + (0] + + + +
1SO 16 Bacilo + + + o + + + +
1SO 17 Bacilo + + + o + + + +
1SO 18 + Bacilo + + + A
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4.2 Atividade antagonica dos isolados bacterianos testados sobre M. phaseolina

A atividade antagonista dos 18 isolados foram avaliadas contra M. phaseolina pelo
ensaio de cultura dupla pelo calculo da porcentagem de inibicdo do crescimento micelial
(PIC) (Figura 1).

Figura 1. Ensaio in vitro do antagonismo de isolados bacterianos sobre Macrophomina phaseolina: a - 1SO 11;
b -1S0 13, ¢ - 1SO 15, d - I1SO 16; e - ISO 18; f - Compost-Aid®; g - Biotrio®; h - Serenade® e i — Controle.

Dos 18 isolados testados, cinco demonstraram atividade antagdnica, dentre esses, 0S
isolados 1SO 11, ISO 13, 1SO 15, ISO 16, I1SO 18, e o produto Serenade® apresentaram PIC
superior a 90%, enquanto os produtos Compost-Aid® e Biotrio® apresentaram PIC superior a
80% (Figura 2).
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Figura 2. Porcentagem de Inibicdo de Crescimento (PIC) de inoculantes bacterianos sobre Macrophomina
phaseolina. Barras seguidas pela mesma letra, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis (p < 0,05). Os dados séo valores médios + erro padrdo de dois experimentos, cada experimento
com cinco repeticdes por tratamento. Isolados (1SO), Compost-Aid® (CPA), Biotrio® (BT), Serenade® (SE),
Controle com indculo (CCI). CV (%) = 3,2.

4.3 Avaliacdo in vitro de parametros de promocao do crescimento vegetal

A atividade promotora do crescimento vegetal por bactérias é caracterizada pela
capacidae de alguns isolados serem capazes de produzirem hormonios de crescimento vegetal
e também ajudem na assimilacdo de nutrientes e protecdo da mesma. A producdo de biofilme
foi observada nos isolados ISO 11, ISO 13, ISO 15 e ISO 16. A capacidade de produzir

auxina e solubilizar fésforo inorgéanico ndo foi observada nos isolados testados (Tabela 6).

Tabela 6. Caracteristicas relevantes dos isolados bacterianos relacionadas com seu potencial

promotor de crescimento vegetal. ISO=isolado.

Isolados Producao de biofilme Produgdo de AIA  Solubilizacdo de fésforo

1ISO 11
I1ISO 13
I1ISO 15
ISO 16

1SO 18 - - -
Os resultados de cada teste foram avaliados de acordo com uma escala relativa: +, atividade detectada; e —,
nenhuma atividade detectada.

+ 4+ 4+ o+
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4.4 Avaliacéo in vivo do crescimento das mudas de meloeiro

Doze dias apds a semeadura, as mudas de meloeiro foram avaliadas através das
leituras do comprimento da parte aérea e da raiz, e massa seca. No periodo avaliado ndo foi
verificado diferenca estatistica entre os tratamentos testados no crescimento das mudas de
meloeiro, pelo método de tratamento das sementes (Tabela 7 e Figura 3).

Tabela 7. Efeito do tratamento de sementes com isolados bacterianos e produtos comerciais
sobre o Comprimento Aéreo (CA), e de Raiz (CR), Massa Seca da Parte Aérea (MSA) e da
Raiz (MSR), em meloeiro Cucumis melo cv. ‘Goldex’.

Tratamentos CA (cm)* CR (cm)* MSA (g)* MSR (g)*
1ISO 11 12,48+ 0,17 a 6,41+0,06a 0,07+0,00a 0,01+0,00a
1SO 13 12,98 £ 0,23 a 6,48 £ 0,09 a 0,07+0,00a 0,01+0,00a
I1SO 15 12,55+0,18a 6,40 + 0,08 a 0,07+0,00a 0,01+0,00a
1SO 16 12,78 £ 0,09 a 6,32+0,04a 0,07+0,00a 0,01+0,00a
I1SO 18 12,87 +0,24 a 6,40 +0,05a 0,07+0,00a 0,01+0,00a

CPA 12,56 £ 0,18 a 6,45+0,13a 0,07+0,00a 0,01+0,00a
BT 12,47+0,11a 6,36 + 0,03 a 0,07+0,00a 0,01+0,00a
SE 12,70 +£0,28 a 6,30+ 0,04 a 0,07+0,00a 0,01+0,00a

CTL 12,63+0,05a 6,43+0,17a 0,07+0,00a 0,01+0,00a

CV (%) 2,51 2,36 9,23 14,26

Valores seguidos da mesma letra na coluna ndo apresentam diferenca estatistica entre si. *Teste de Tukey (p <
0,05). Os dados séo valores médios + erro padréo, cada tratamento composto de trés repeticbes sendo cada
repeticdo composta por 25 mudas de meloeiro. Isolados (1SO), Compost-Aid® (CPA), Biotrio® (BT), Serenade®
(SE), Controle (CTL).

Figura 3. Ensaio in vivo de promogdo de crescimento de mudas de meloeiro pelo tratamento de sementes com
inoculantes bacterianos: a - 1SO 11; b — 1SO 13, ¢ — 1SO 15, d — ISO 16; e - ISO 18; f - Compost-Aid®; g -
Biotrio®; h - Serenade® e i — Controle.
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Ensaio in vivo em casa de vegetacdo

4.5.1. Incidéncia e Severidade da doenca
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Os isolados ISO 11 e ISO 18 proporcionaram menor incidéncia da doenca em relagao

ao controle, com incidéncia de 60 e 50%, respectivamente. J& com relagdo aos produtos

comerciais, Compost-Aid® e Serenade® apresentaram incidéncia de 60%. Os demais

tratamentos ndo apresentaram diferenca estatistica em relacdo ao controle (Tabela 8). A

severidade da doenca foi menor para o isolado 1SO 18 e para os produtos Compost-Aid® e

Serenade® apresentando a média de notas de 1,4; 1,6 e 1,1 respectivamente, em relagdo ao

controle (com indculo), que apresentou media 3,0. Os demais tratamentos ndo diferiram do

controle (com in6culo) (Tabela 8 e Figura 4). M. phaseolina como agente causal da doenca foi

confirmado pelo reisolamento do in6culo das plantas que apresentaram sintomas da doenca

onde com isso foi confirmado (Figura 5).

Tabela 8. Incidéncia e severidade da podriddo cinzenta do caule em meloeiro cv. ‘Goldex’.

Incidéncia (%)

Tratamentos — —
Rank Média (%) Rank Média
1SO 11 49b 60,0 £ 16,3 53,2 abc 2,1+16,3
1SO 13 59 ab 80,0 £13,3 63,0 ab 2,7+133
1SO 15 54 ab 70,0 + 15,2 57,6 abc 2,4+152
I1SO 16 54 ab 70,0 £15,2 54,4 abc 2,1+152
1SO 18 44 b 50,0 £ 16,6 43,2 be 1,4 +16,6
CPA 49b 60,0 £ 16,3 46,9 bc 1,6 +16,3
BT 59 ab 80,0 £13,3 57,5 abc 22+133
SE 49b 60,0 £ 16,3 40,0 cd 1,1+16,3
CcClI 69 a 100,0+ 0,0 70,0 a 3,0+ 00,0
CSI 19¢ 0,0+ 0,0 19,0d 0,0 £ 00,0
2 26,37 23,21

v? = valores significativos de qui-quadrado pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (p < 0,05); Valores
seguidos da mesma letra na coluna nao apresentam diferenca estatistica entre si. Os dados sdo valores médios +
erro padrdo. Isolados (1SO), Compost-Aid® (CPA), Biotrio® (BT), Serenade® (SE), Controle com inéculo (CCl),
Controle sem inéculo (CSI).
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Figura 4. Amostras representativas das raizes de meloeiro nos diferentes tratamentos. a - ISO 11; b — ISO 13, ¢
—1S0 15, d — ISO 16; e - ISO 18; f - Compost-Aid®; g - Biotrio®; h - Serenade®; i — Controle com indculo e j —
Controle sem in6culo.

Figura 5. Estruturas de M. phaseolina visualizadas ap6s o isolamento em plantas sintomaticas obtidas nos
ensaios in vivo realizados em casa de vegetacéo. a = raiz de meldo amarelo ‘Goldex’ colonizados com picnidios
de M. phaseolina. b = visualizacdo de picnidios de M. phaseolina em objetiva de 10x. ¢ = Picnidios e esporos de
M. phaseolina em raizes de meldo amarelo ‘Goldex’ visualizados na objetiva de 10x d = Picnidios e esporos de
M. Phaseolina observados na objetiva de 40x. e = Crescimento micelial de M. phaseolina reisolada de raizes de
meldo amarelo ‘Goldex’. f = Microesclerodios e hifas de M. phaseolina obtidos em meio BDA e observados em
objetiva de 40x.
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4.5.2 Avaliacdo de crescimento de meloeiro

Com 30 DAT apenas o Serenade® apresentou diferenca estatistica em relacéo ao
controle (com indculo), porém, esse tratamento ndo diferiu dos demais. Aos 60 DAT ndo
foram observadas diferencas estatisticas entre os tratamentos e o controle (com inéculo).

No didmetro do caule, aos 30 e 60 DAT ndo houve diferenca estatistica entre 0s
tratamentos. Aos 60 DAT também ndo foi observado diferenca entre os tratamentos no

volume radicular e massa seca da parte aérea e raiz (Tabela 9).
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Tabela 9. Efeito dos diferentes tratamentos no Comprimento da Parte Aérea (CA), Diametro do Caule (DC), Volume da Raiz (VR), Massa Seca
da Parte Aérea (MSA) e da Raiz (MSR) do meloeiro cv. ‘Goldex’.

CA (m) DC (mm)
Tratamentos - - - - VR (mL)* MSA (g)** MSR (g)*
30 dias* 60 dias** 30 dias* 60 dias*

I1SO 11 1,56 + 0,02 ab 3,09+0,17 ab 727+014a 771+222a 360+043a 44,30+2,644ab 0,58+0,04a
1SO 13 1,55 + 0,03 ab 3,41 +0,20 ab 6,97 0,18 a 7,28+0,16a 380+0,29a 4230+349hb 0,48 0,03 a
I1SO 15 1,57 £ 0,04 ab 3,52+0,27a 6,95+0,19a 7,37+0,23a 4,70+052a 43,40+2,42ab 0,45+ 0,08 a
I1SO 16 1,47 £ 0,03 ab 295+0,24b 6,82+0,18a 723+0,19a 490+057a 4680+186a 0,64 +0,04 a
I1SO 18 1,51+ 0,04 ab 3,38+0,15ab 7,21+0,20a 747+0,15a 450+0,62a 44,20+1,97ab 0,56 £0,05a
CPA 1,55 + 0,04 ab 3,33+0,13ab 6,83+0,10a 7,28+0,12a 560+048a 42,30+1,15ab 0,53+0,04a
BT 1,48 £ 0,04 ab 3,18 +0,23 ab 6,74+0,17 a 7,200,154 560+064a 40,60+3,45ab 0,48 £0,04 a
SE 1,61+0,05a 3,13+0,18ab 7,33+0,29a 761+025a 540+050a 44,50+1,18ab 0,49 + 0,06 a
CCl 1,43+0,03b 3,26 +0,14 ab 711+0/11a 7,34+0,13a 390+0,28a 4530+1,70ab 0,54 +£0,02a
Csl 1,42+0,03b 3,04 +0,21 ab 7,05+0,13a 724+021a 440+0,40a 42,60+253ab 0,47 £0,04 a

CV (%) 7,75 19,24 7,94 7,96 33,08 17,51 28,07

Valores seguidos da mesma letra nas colunas ndo apresentam diferenca estatistica entre eles. Os dados séo valores médios + erro padrdo de dois experimentos independentes,
cada experimento com cinco repeticdes (vasos) por tratamento. *Teste de Tukey (p < 0,05). ** Teste de Kruskal-Wallis (p < 0,05). Isolados (1SO), Compost-Aid® (CPA),

Biotrio® (BT), Serenade® (SE), Controle com inéculo (CCl), Controle sem inéculo (CSI).
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5 DISCUSSAO

As andlises dos perfis bioquimicos e morfoldgicos dos isolados demostraram ser
pertencentes aos géneros Pseudomonas e Bacillus. A diferenciacdo de bactérias é
predominantemente baseada na presenca ou auséncia de vérias enzimas codificadas pelo
material genético do cromossomo bacteriano. Por meio de uma série de testes que avaliam as
caracteristicas metabdlicas dos microrganismos em estudo, é possivel estabelecer um perfil
bioquimico que pode levar a identificacdo do género e/ou espécie bacteriana (PROCOP et al.,
2018).

A técnica de coloragdo de Gram é amplamente utilizada na microbiologia para separar
as bactérias em dois grandes grupos com base na estrutura e composicéo da parede celular:
Gram-positivas e Gram-negativas (PROCOP et al., 2018). As estruturas denominadas
endosporos, com caracteristicas morfoldgicas esféricas ou ovais, sdo formadas dentro de
algumas espécies de bactérias em resposta a escassez de nutrientes ou condicGes adversas no
ambiente, e seu tamanho, forma e localizacdo nas células ajudam a caracterizar e identificar
alguns géneros, como Clostridium, Bacillus e outros géneros menos relevantes (TORTORA,;
FUNKE; CASE, 2017; PROCORP et al., 2018).

Relacionado a motilidade bacteriana, sdo avaliadas as estruturas denominadas flagelos,
no qual € outra caracteristica utilizada na identificacdo presuntiva, e sua quantidade e
localizacéo variam dependendo da espécie (PROCOP et al., 2018). O teste de catalase detecta
a presenca dessa enzima, que converte o peroxido de hidrogénio em agua e gas oxigénio, e é
importante na diferenciacdo de Staphylococcus (catalase positiva) e Streptococcus (catalase
negativa) (ZAVALETA-MANCERA et al., 2007; OKURA; RENDE, 2008; PROCORP et al.,
2018).

O teste de citocromo-oxidase € uma chave para diferenciar as familias
Pseudomonadaceae (positivas para oxidase) e Enterobacteriaceae (negativas para oxidase), e €
util para a especificacdo e identificacdo de outros géneros de bactérias (TORTORA; FUNKE;
CASE, 2017; PROCOP et al., 2018).

A utilizacdo da glicose, principal fonte de carboidratos para as bactérias, possui sua
metabolizacdo por vias oxidativa ou fermentativa, permitindo a diferenciacdo dos
microrganismos. Alguns géneros, como Moraxella, ndo sdo capazes de metabolizar
carboidratos, mas obtém energia a partir da decomposi¢cdo de outros compostos organicos,
como aminoacidos, alcoois e acidos organicos (PROCOP et al., 2018). Os testes de vermelho

(VM) de metila e Voges-Proskaeur (VP) diferenciam as espécies bacterianas com base nas
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vias metabdlicas da glicose. Bactérias que utilizam preferencialmente a via de fermentagéo
acida mista, produzem &cidos suficientes para manter o pH abaixo de 4,4 (ponto de mudanca
de cor do indicador vermelho de metila), ja o teste de VP detecta bactérias que utilizam a via
do acetilmetilcarbinol (acetoina), normalmente sdo cepas do grupo Klebsiella, Enterobacter,
Serratia e Hafnia (MCDEVITT, 2009; PROCORP et al., 2018).

O teste de citrato diferencia as bactérias capazes de metabolizar esse composto como
unica fonte de carbono das que ndo possuem essa capacidade (TORTORA; FUNKE; CASE,
2017; PROCOP et al., 2018). Algumas espécies de bactérias metabolizam enzimas que
removem uma molécula de CO., formando aminas alcalinas que variam dependendo do
aminoacido, permitindo a diferenciacdo dessas espécies (ANVISA, 2004). A producdo de
fenilalanina-desaminase é uma ferramenta Util para diferenciar inicialmente entre as espécies
de Proteus, Morganella e Providencia e outras bactérias Gram-negativas. Isso ocorre porque
apenas 0s membros desses géneros e algumas cepas muito raras possuem a enzima
responsavel pela desaminacdo oxidativa da fenilalanina, como afirmado por PROCOP et al.
(2018).

O género Pseudomonas é conhecido por englobar uma diversidade de espécies,
descritas principalmente com forma de bastonetes moveis, Gram-negativos e aerébicos. No
entanto, sabe-se que algumas espécies como P. aeruginosa e P. denitrificans sdo capazes de
crescer em ambiente anaerobico devido sua capacidade de obterem elétrons por vias
bioquimicas alternativas (PROCOP, 2018; AL-DHABAAN, 2019; KOLBECK et al., 2021).

O género Bacillus é caracterizado pelo grupo de bactérias com formato de bastonete,
geralmente modveis e Gram-positivas, podendo apresentar metabolismo aerébico ou
anaerdbico facultativo, catalase positiva e oxidase varidvel de acordo com a espécie. Este
género de bactérias produz enddsporos, caracterizado como estruturas de resisténcia que
possibilita as células a permanéncia de viabilidade em condi¢Bes desfavoraveis por longos
periodos (AMIN et al., 2015; ABEDINZADEH et al., 2019; AL-DHABAAN, 2019; CHENG
etal., 2019).

A capacidade de algumas bactérias produzirem pigmentos é uma forma bastante
utilizada para fins de classificagdo. Nesse estudo foram observados a producéo dos pigmentos
pioverdina e piocianina, ou ambos, na maioria dos isolados. A pioverdina é um pigmento de
coloracdo amarelo esverdeado, e quando exposta a luz ultravioleta produz fluorescéncia, esse
pigmento tem funcdo de sider6foro, moléculas quelantes de ligacdo de ferro envolvidos no
transporte desse elemento para dentro das células (RINGEL, BRUSER, 2018).
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A piocianina é uma fenazina de coloracdo azul-esverdeada produzida por
Pseudomonas aeruginosa e bastante utilizada na diferenciacdo dessa espécie em relacdo a
outras do género Pseudomonas. Algumas cepas de Pseudomonas podem apresentar producgéo
de ambos os pigmentos (pioverdina e piocianina), outras podem produzir apenas um dos
pigmentos, como também ndo serem produtoras de ambos. (PROCOP, 2018; SILVA et al.,
2021).

Os resultados de todos os isolados para fermentacdo da lactose, VM, VP, producdo de
indol, sulfeto de hidrogénio, descarboxilacdo da lisina, ornitina e desaminacdo da fenilalanina
foram negativos. Os mesmos resultados foram relatados em estudos que realizaram tais
ensaios na caracterizacdo dos géneros Pseudomonas e Bacillus (ABEDINZADEH et al.,
2019; AL-DHABAAN, 2019; CHENG et al., 2019; WANG et al., 2021; GUZMAN-
MORENO et al., 2022).

Os resultados obtidos nos dois ensaios in vitro, confirmaram a acdo supressora das
bactérias sobre o fitopatdgeno. Os agentes de biocontrole podem apresentar variadas formas
de acdo sobre os fitopatdgenos, podendo ter acdo direta, com interacdes sobre o patdgeno, e
acao indireta, com a inducdo de resisténcia do hospedeiro.

Dentre 0s mecanismos antagbnicos de agentes de biocontrole, é possivel encontrar a
competicdo, que se da pela relagcdo entre dois ou mais organismos competindo pelo mesmo
objetivo, sendo por espaco, nutrientes e/ou oxigénio; a producao de enzimas degradadoras de
parede celular, como quitinase, glucanase e protease (PAL; GARDENER, 2006; CASTALDI
et al., 2021), compostos volateis e siderdforos (MILJAKOVIC et al., 2020; CASTALDI et al.,
2021), antibiose pela produgdo de compostos antimicrobianos podem ser derivados do
metabolismo priméario, do metabolismo secundario ou de polipeptideos de baixo peso
molecular, como antibioticos, bacteriocinas, sider6foros e secrecdo de enzimas hidroliticas
(BULGARELLLI et al., 2013) ou inducdo de resisténcia sistémica das plantas (MEENA et al.,
2020).

Segundo Junaid et al. (2013), a maioria dos compostos antimicrobianos disponiveis
comercialmente para controle bioldgico é composta por bactérias dos géneros Pseudomonas e
Bacillus, além de fungos do género Trichoderma. Haas e Défago (2005) afirmam que as
principais classes de compostos antibioticos utilizados no controle de fitopatdogenos sao as
fenazinas, 2,4-diacetilfloroglucinol (2,4-DAPG), pioluteorina, pirrolnitrina e glitoxina.
Conforme descrito por Raaijmakers et al. (2010), os biossurfactantes lipopeptidicos
produzidos por espécies de Pseudomonas e Bacillus sdo compostos com acdo de biocontrole
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devido ao seu potencial efeito em outros organismos, tais como bactérias, fungos, oomicetos,
protozodrios, nematoides e plantas.

Em estudo, Castaldi et al. (2021), constataram a acdo antagonica sobre M. phaseolina
de isolados do género Bacillus obtidos em area de salinas, no qual dos 22 isolados analisados,
11 apresentaram atividade antagbnica, variando de 15 a 60 %. Ja Torres et al. (2016),
verificaram inibi¢do do crescimento micelial sobre trés cepas de M. phaseolina por B. subtilis
subsp. subtilis e B. amyloliquefaciens, avaliando trés fracbes dos inoculos bacterianos,
suspensdo celular (SC), sobrenadante livre de células (SLC) e a fracdo lipopeptidica (FL),
onde SC exibiu o maior efeito inibitdrio (cerca de 50%) quando comparado aos de SLC e FL,
independentemente da cepa flngica estudada.

Neste estudo, os ensaios realizados que avaliaram in vitro as caracteristicas de
promocao de crescimento mostraram que a maioria dos isolados, com exce¢do do 1SO 18,
foram capazes de sintetizar biofilme, mas nenhum foi capaz de produzir &cido indol-acético
(AlA) e solubilizar fosforo. Essa caracteristica de produzir biofilme pode ser uma
caracteristica positiva para as bactérias como também para as plantas.

Os biofilmes bacterianos sdo compostos de forma majoritaria por exopolissacarideos
(EPS) que sdo polimeros altamente hidratados sintetizados pelas bactérias com o intuito de
garantir sobrevivéncia em condigdes adversas (COSTA et al., 2018).

Estas substancias desempenham funcdes importantes no ambiente da rizosfera, como
adesdo, agregacdo do solo, coesdo, retencdo de &gua, barreira protetora, absorcdo de
compostos organicos, absor¢do de ions inorgéanicos, fonte de nutrientes, troca de informac6es
genéticas, doador de elétrons ou aceitador, exportacdo de componentes celulares e ligacdo de
enzimas (FLEMMING, WINGENDER, 2010).

Os biofilmes bacterianos séo compostos importantes para o crescimento e preservagao
da rizosfera das plantas. Haque et al., (2020) observaram que as matrizes de biofilme s&o
esponjosas e fibrosas, dessa forma elas aumentam a capacidade de retencdo de agua no solo
para ajudar as bactérias e as raizes da planta sob o estresse do déficit hidrico.

Dessa forma, os biofilmes sdo compostos chaves para a sobrevivéncia dos cultivares
agricolas frente as adversidades. A producdo desses compostos encontrada nos isolados desta
pesquisa € um indicativo promissor de que essas cepas poderiam ser aplicadas em plantagcdes
ndo somente com o intuito de inibir o crescimento de M. phaseolina, mas também
possivelmente poderiam regular o déficit hidrico na rizosfera do meloeiro (BERLANGA-
CLAVERO et al., 2022).
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Apesar da existéncia de producdo de biofilmes, os isolados estudados neste trabalho
ndo apresentaram producdo de outros compostos de interesse agricola como a solubilizagao de
fosforo e producéo de AlA.

Segundo Hajiboland (2018), o fosforo é o segundo nutriente mais limitante para o
crescimento das plantas. Ele desempenha um papel fundamental em varios processos
fisiol6gicos primarios, incluindo a fotossintese, respiracdo e formacgdo da membrana celular,
devido ao seu papel como componente estrutural de muitas coenzimas, fosfoproteinas,
fosfolipideos e acidos nucleicos (BABY; KUMAR; MALLICK, 2016). Sendo que,de acordo
com Bhattacharyya e Jha (2012), existem varios géneros bacterianos que sdo capazes de
solubilizar fosforo ndo-labil, incluindo Agrobacterium, Arthrobacter, Azotobacter, Bacillus,
Beijerinckia, Burkholderia, Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium, Microbacterium,
Pseudomonas, Rhizobium, Rhodococcus e Serratia.

A producéo de substancias quelantes como sideréforos ou de acidos inorgénicos e
organicos como, por exemplo, o acido gluconico pelos microrganismos, sdo mecanismos
alternativos utilizados na solubilizacdo de fosfatos inorganicos pelo processo de acidificacdo
do meio, pela liberacdo de prétons H*, que quelam as ligacdes do fosforo (P) de moléculas de
oxi-hidrdéxidos de ferro (Fe) e aluminio (Al), onde sdo liberados para serem utilizadas pelas
plantas (FERNANDEZ et al., 2008; SABER et al. 2009; GUPTA et al., 2015; FABIANSKA
etal., 2019).

Outro fator observado neste estudo foi a capacidade desse isolados em ndo serem
capazes de produzirem auxina, em especial o AIA. Os microrganismos, como bactérias e
fungos, sdo capazes de produzir uma variedade de hormonios vegetais, incluindo auxinas,
citocininas, giberelinas, acido abscisico e etileno (SANTNER; ESTELLE, 2009).

Em estudo Pieterse et al. (2012), avaliaram que os fitorménios sdo moléculas que
desempenham um papel direto na promocdo do crescimento das plantas, incluindo o
alongamento celular, a tolerancia a estresses abioticos, a estimulacdo da reproducdo e a
colonizacdo de microrganismos benéficos. Além disso, os fitormodnios podem ter um papel
indireto no desenvolvimento vegetal, regulando a resposta imune da planta contra patogenos e
insetos herbivoros.

Conforme descrito por WOODWARD e BARTEL (2005), as rizobactérias tém a
capacidade de sintetizar AIA a partir do triptofano, que é encontrado em diferentes
concentra¢fes nos exsudatos radiculares, variando de acordo com o genoétipo da planta. O
AlA é um fitorménio que possui efeito acentuado no crescimento e desenvolvimento vegetal,

podendo atuar na divisdo celular, iniciagdo e diferenciacdo das raizes, diferenciacdo dos
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tecidos vasculares em floema e xilema, promocédo do florescimento e auxilio na formacéao e
crescimento dos frutos, como apontado por Korasick et al. (2013). Dessa forma, a producéo
de AIA por rizobactérias pode ser uma estratégia interessante para aumentar a produtividade e
a qualidade das culturas agricolas, além de contribuir para a reducdo do uso de fertilizantes
quimicos e outros agroquimicos.

Nesse estudo 0 ensaio de tratamento das sementes com os isolados bacterianos e
produtos comerciais ndo promoveram crescimento das plantulas de meloeiro.

A capacidade de promover o crescimento vegetal varia de acordo com os isolados
utilizados e sua capacidade de produzirem fatores que estimulem a germinacdo e crescimento
da plantula, além do método de inoculacdo dos agentes biolégicos empregado. Em estudo,
Garcia-Gutiérrez et al. (2012), observaram o crescimento radicular do meloeiro e pepino com
o tratamento das sementes com isolados de Bacillus e Pseudomonas, que germinaram em
placas de Petri sete dias apds a semeadura, além disso, 0s autores observaram por meio do
ensaio de bacterizacdo das raizes do meloeiro, que ap6s 15 dias do processo houve aumento
da massa fresca em 30% em relacdo ao controle, sendo correlacionado tal capacidade
promotora de crescimento a habilidade de alguns isolados produzirem auxina, sideroforos e
biofilme, como metabdlitos naturais de seu crescimento.

O tratamento de sementes com inoculantes bacterianos podem ter algumas
desvantagens. Segundo Bashan et al. (2014), o tamanho da semente, a capacidade de adesdo
do inéculo na semente, a liberacdo de agentes antibacterianos compostos nas sementes, alguns
fungicidas e inseticidas aplicados as sementes podem ser prejudiciais aos inoculantes.

Os ensaios em casa de vegetacdo com meloeiro em solo artificialmente infestado com
M. phaseolina demostrou que o isolado 1SO 18 e os produtos comerciais: Compost-Aid® e
Serenade® foram capazes de reduzir a severidade da doenga em meloeiro em 53,4%; 46,7% e
63,4% respectivamente. Esses trés tratamentos possuem em comum a presenca do género
Bacillus, ja descrito como excelentes controladores bioldgicos devido suas diferentes formas
de mecanismos de ac&o contra fitopatdgenos, além disso, 0 Compost-Aid® possui também em
sua composicdo as bactérias Lactobacillus plantarum e Enterococcus faecium, e enzimas
(proteases, celulase e xilanase) que atuam no processo de decomposi¢do da matéria organica
no meio ambiente onde ¢é utilizado.

O género Bacillus é bastante conhecido como agente de biocontrole de diversos
fitopatdgenos, tanto de patdgenos de parte aérea, como radicular. A espécie B. subtilis, por
exemplo, é relatada por possuir em seus mecanismos de acdo a capacidade de sintese de

metabolitos secundarios, hormonios, enzimas degradativas, e apresentarem a producdo e
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excrecdo de antioxidantes, que auxiliam a planta em sua defesa contra doencas causadas por
inimeros fitopatégenos (HASHEM et al., 2019; CASTALDI et al., 2021).
A incidéncia do patogeno também foi menor nos tratamentos que tiveram menor

severidade da doenga (ISO 18, Compost-Aid® e Serenade®), e no tratamento com o 1SO 11
que foi caracterizado bioguimicamente como do género Pseudomonas. Devido aos mais

variados mecanismos ja descritos para o género Bacillus, tais tratamentos favoreceram a
reducéo de incidéncia e severidade da podriddo cinzenta do caule causada por M. phaseolina,
corroborando com os resultados da pesquisa.

O género Bacillus pode ser descrito como biofertilizantes, devido sua aplicacéo
possuir pouco ou nenhum efeito na composi¢do das comunidades microbianas do solo, sendo
membros comuns da microflora das raizes de plantas (RABBEE et al., 2019); além de
produzir endésporos, sobrevivendo a altas temperaturas e desidratacdo, ainda facilitando a
formulacdo de produtos comerciais (PESCE et al., 2014); e por possuirem habilidade de
atuarem bem em diferentes condi¢cdes ambientais (GARDNER, 2004).

A promogéo do crescimento das plantas de meléo aos 60 DAT néo foi observada em
nenhum tratamento. A agdo ndo promotora de crescimento dos tratamentos com os isolados
nesse estudo podem ser explicadas pela auséncia da producdo de alguns mecanismos, como
producdo de AlA e solubilizacdo de fésforo.

O pleno crescimento das culturas agricolas estd associado diretamente a variados
fatores bioticos e abidticos que vdo atuar sobre o crescimento da planta. Entre um dos
mecanismos de crescimento da planta esta a producdo de AIA enddgeno ou por
microrganismos presentes principalmente na sua rizosfera.

A producdo deste fitormonio pelas bactérias associadas a rizosfera aumenta o nimero
de pélos radiculares e raizes laterais, modificando a arquitetura do sistema radicular sob
estresse da seca e aumentando o numero de pontas de raiz e a area de superficie do vegetal,
promovendo assim a captacdo eficiente de minerais e agua pelas plantas (HAQUE et al.,
2010; OJUEDERIE et al., 2019). Porém, vérios fatores fisiolégicos, como presenca ou
auséncia de precursor, a disponibilidade de substancias, agentes que afetam a célula e fontes
de carbono podem afetar a sintese de AlA bacteriano (WAGI; AHMED, 2019).

A solubilizacdo microbiana aplica a capacidade natural de um microrganismo de
liberar o fosforo de estruturas indisponiveis. Um dos principais mecanismos reconhecidos
como responsaveis pela liberacdo de formas disponiveis de fosforo para plantas no solo € a

producdo de &cidos organicos e o aumento da atividade de fosfatases acidas. Os acidos
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organicos convertem fosfatos em formas sollveis, quelando os cations ligados a fosfato
através de seus grupos hidroxila e carboxila (SAEID et al., 2018). A producédo de fosfatases
acidas e de acidos organicos esta diretamente relacionada com a disponibilizacdo do fosforo
para as plantas melhorando o desempenho fisiolégico das culturas agricolas (RIBEIRO et al.,
2022).

A auséncia de producdo de solubilizadores de fésforo nos isolados estudados pode
também estar correlacionada com fatores fisioldgicos. Upadhyay et al., (2011) identificaram
gue a presenca de sais € capaz de modificar a secrecdo de metabdlitos bacterianos
importantes, como acido indol acético e a capacidade de solubilizacao de fosfato.

No entanto, outros pesquisadores ja relataram a promocao do crescimento de mudas
de meloeiro com uso de Bacillus pelo aumento da massa fresca do caule, comprimento do
caule, didmetro do caule e massa seca do caule e raiz com seis semanas de desenvolvimento
(KOKALIS-BURELLE et al., 2003).

Vejan et al. (2016), aponta algumas caracteristicas que as BPCP devem apresentar
para serem consideradas como excelentes bioindculos como: serem altamente compativel com
a rizosfera e ecologicamente correto, deve colonizar as raizes das plantas em numero
significativo apos a inoculacgdo, ser capaz de promover o crescimento das plantas, exibir um
amplo espectro de acdo, ser compativel com outras bactérias da rizosfera, ser tolerante a
fatores fisico-quimicos como calor, dessecacao, radiacGes e oxidantes e deve demonstrar
melhores habilidades competitivas sobre as comunidades de rizobactérias existentes.

Os resultados destacam fortemente a necessidade de realizar mais pesquisas sobre a
eficacia de tais cepas em condi¢des de campo, alem de avaliar outros métodos de aplicacédo

dos inoculantes e dosagens.
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6. CONCLUSOES

O uso de inoculantes a base de bactérias dos géneros Bacillus e Pseudomonas sao
eficientes no manejo alternativo de M. phaseolina na cultura do meloeiro.

Os produtos comerciais e 5 dos isolados bacterianos (ISO 11, 1SO13, 1ISO 15, ISO 16 e
ISO 18) de solos foram capazes de inibir o crescimento de M. phaseolina em ensaio in vitro.

Os produtos comerciais Compost-Aid® e Serenade® e o isolado I1SO 18 reduziram a
podridao cinzenta do caule.

Os tratamentos ndo foram capazes de promover o crescimento do meloeiro em
plantulas com o tratamento das sementes, assim como em ensaio em casa de vegetacdo apos

60 dias pos transplantio com aplicacdes diarias dos tratamentos.
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