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Resumo:

Bactérias promotoras de crescimento (PGPB) podem colonizar diferentes
orgaos das plantas, podendo produzir fitohorménios, mineralizar nutrientes e
fixar nitrogénio. Neste trabalho, avaliamos a habilidade de antagonizar
patdgenos in vitro e caracteristicas de PGPB em mudas de feijao em soja da
bactéria endofitica MG60, isolada de Mikania glomerata. O antagonismo
contra os fitopatégenos Colletotrichum sp. e Sclerotinia sclerotiorum foi
investigado por meio da técnica de cultura pareada e a producéo de Acido
indolacético (AIA) foi quantificada em espectrofotometro. Os melhores
resultados para atividade antagonista foram obtidos contra S. sclerotiorum
com 52,5% inibicdo. Quanto as habilidade de PGPB, a bactéria MG60 foi
capaz de produzir cerca de 3,54 pg/mL de AIA e, no teste nas sementes de
feijdo e soja apd6s 20 dias de tratamento, foram observados valores
estatisticos significativos para o peso fresco da parte aérea (1,15 @), raiz
(0,47 g) e altura (9.0 cm) das plantas tratadas com o enddfito quando
comparadas com o controle sem inoculacao (peso fresco parte aérea — 0,97
g; raiz — 0,32 g; altura —7,15 cm) para plantas de soja, e para o tamanho das
raizes das plantas tratadas (8,03 cm) em comparacdo com as plantas
controle (7,14 cm) para plantas de feijao. No geral, a cepa endofitica MG60
apresentou resultados promissores para atividade antagonistica in vitro,
especialmente contra S. sclerotiorum, e também sugere seu potencial como
agente PGPB de plantas de feijao e soja, culturas de grande interesse
agrondémico.

Introducéo

Micro-organismos endofiticos sdo aqueles que habitam o interior de
plantas de maneira assintomatica e, que podem auxiliar seu hospedeiro com
a producdo de metabdlitos secundarios com atividade antifungica, atuando
como agentes promotores do crescimento vegetal (PGPB) ou até mesmo
induzir resisténcia sistémica contra patogenos (TAGHAVI et al., 2009).
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A Dbactéria endofitica MG60, pertencente a Colecdo de
Microrganismos Endofiticos (CMEA) e do Ambiente do Laboratério de
Biotecnologia Microbiana-UEM (LBIOMIC), foi isolada da planta medicinal
Mikania glomerata, conhecida popularmente como Guaco. Este endofito
apresentou em trabalhos anteriores (BULLA, 2017) atividade antagonista
contra patdgenos, fixacdo biolégica in vitro de nitrogénio, bem como a
presenca do gene nifH detectado via PCR. Diante desta perspectiva, torna-
se relevante o estudo da contribuicdo da linhagem endofitica MG60 na
promocédo do crescimento de plantas de interesse agronémico como feijao e
soja, uma vez que este enddfito possui caracteristicas que a classificam
como PGPB. Neste sentido, neste trabalho avaliamos a capacidade de
PGPB da bactéria endofitica MG60 em sementes de feijdo e soja, bem como
a capacidade de antagonizar in vitro patdégenos de importancia agronémica
como Sclerotinia sclerotiorum e Colletotrichum sp.

Materiais e métodos

Atividade contra fitopatégenos

Foram utilizados os fungos fitopatogénicos S. sclerotiorum e
Colletotrichum sp. CNPUV38 pertencentes a CMEA do LBIOMIC (UEM, PR-
BR). A avaliacdo antagonista in vitro da linhagem MG60, bem como o
céalculo do indice de inibicdo aferindo-se a area de crescimento micelial do
fitopatdbgeno com o auxilio do software Imaged v 1.46r, foi realizada em
quintuplicata de acordo com a metodologia descrita por Specian et al.
(2016).

Producédo de acido 3-indolacético (AlA)

O isolado foi crescido em meio TSB 10%, acrescido de 5 mM de L-
triptofano, por trés dias a 28 °C, no escuro. Apos, a cultura foi centrifugada a
4000 rpm por 10 min. Em aliquotas de 1 mL do sobrenadante foram
adicionados 2 mL do Reagente de Salkowski, reagindo por 30 min no
escuro, em temperatura ambiente. Para a andlise quantitativa, foram
realizadas leituras em espectrofotdmetro com comprimento de onda de 520
nm, normalizando as leituras por meio da curva padrdo R?=0,98, obtida com
diferentes concentracfes do padrao comercial do acido 3-indolacético.

Inoculagéo do enddfito nas sementes

Uma suspensdo de 10®° UFC.mL* de acordo com a escala de
McFarland 0,5, da bactéria endofitica MG60 foi inoculada (durante 30 min,
sem agitacao) em sementes de soja e feijdo desinfestadas superficialmente
de acordo com a metodologia proposta por Oliveira et al. (2020).
Posteriormente, as sementes foram transferidas para frascos contendo 90g
de solo autoclavado e incubadas por 20 dias a 28°C. Como controles foram
realizados a imersdo das sementes somente em salina 0,85% esterilizada.
Todo o experimento foi realizado com 10 repeticdes, e ap0s a incubacao
foram analisados os parametros biométricos de acordo com Oliveira et al.
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(2020). Todos os dados foram submetidos a analise de variancia
empregando o teste de Scott-Knott com p<0,05.

Resultados e Discussao

Os resultados antagdnicos mais significativos foram contra S.
sclerotiorum, sendo o tratamento contra a bactéria MG60O destacou-se
estatisticamente agrupando-se com o0 controle com fungicida comercial
(Tabela 1). O indice de inibicdo para Colletotrichum sp. foi de 18,14%
(Tabela 1).

Tabela 1. Avaliacéo in vitro da atividade antagonistica da bactéria endofitica
MG60 contra os patégenos Colletotrichum sp. e Sclerotinia sclerotiorum.

Colletotrichum sp.

Tratamento  Média do crescimento micelial indice de inibicdo (%)*
Controle 1 53,1c cm?
Controle 2 40,6a cm? 23,5
MG60 43,4b cm? 18,1
Sclerotinia sclerotiorum
Tratamento  Média do crescimento micelial indice de inibicdo (%)*
Controle 1 54,3b cm?
Controle 2 25,5a cm? 53
MG60 25,8a cm? 52,5

Controle 1= controle apenas com o fitopatégeno. Controle 2= fitopatégeno contra fungicida comercial. *Valores
representados com a mesma letra mintscula néo difere estatisticamente de acordo com o teste de Scott-knott com
5% de significancia.

Para a quantificacdo de AIA, a bactéria endofitica MG60 produziu
aproximadamente 3,54 pg/mL do hormdnio. Quanto ao teste nas sementes,
para as plantas de soja, foram observados valores estatisticos significativos
para o peso fresco da parte aérea (1,15 g), raiz (0,47 g) e altura (9.0 cm) das
plantas inoculadas com o enddfito quando comparadas com o controle sem
inoculacdo (peso fresco parte aérea — 0,97 g; raiz — 0,32 g; altura —7,15 cm)
(Tabela 2).

Tabela 2- Avaliacdo da bactéria endofitica MG60 inoculadas em sementes
de Glycine max (Soja).

Tratamento NF Altura TR PFPA PFR
Controle* 8,22 7,5bcm 14,6acm 0,97b g 0,32b g
MG60 8,32 9,0acm 14,9acm 1,15a g 0,47a g

NF= Numero de folhas; TR= tamanho da raiz; PFPA= peso fresco parte aérea; PFR= peso fresco raiz. *Plantas
sem inoculagdo de células bactérias; Letras minUsculas iguais néo diferem estatisticamente de acordo com o teste
de Scott-knott com 5% de significancia.

A tabela 3 apresenta os resultados obtidos para os parametros
biométricos das mudas de feijao inoculadas e néo inoculadas (controle) com
o endofito MG60. Foram encontrados valores estatisticos significativos, de
acordo com o teste de Scott-knott, para o tamanho das raizes das plantas
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tratadas (8,03 cm) em comparacdo com as plantas controle ndo tratadas
(7,14 cm) (Tabela 3).

Tabela 3- Avaliacdo da bactéria endofitica MG60 inoculadas em sementes
de Phaseolus vulgaris (Feijao comum).

Tratamento NF Altura TR PFPA PFR
Controle* 3,82 51lbcm 7,14bcm 2,28ag 1,40ag
MG60 4,43 6,lacm 8,03acm 242ag 1,25a g

NF= Numero de folhas; TR= tamanho da raiz; PFPA= peso fresco parte aérea; PFR= peso fresco raiz. *Plantas
sem inoculagdo de células bactérias; Letras minUsculas iguais néo diferem estatisticamente de acordo com o teste
de Scott-knott com 5% de significancia.

Conclusodes

Neste trabalho, a cepa endofitica MG60 apresentou resultados
promissores para atividade antagonistica in vitro, especialmente contra S.
sclerotiorum, e também sugere seu potencial como agente promotor do
crescimento vegetal de plantas de feijdo e soja, culturas de grande interesse
agronémico.
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