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RESUMO
A mandioca é uma cultura de grande importancia para a agricultura brasileira e mundial,

mas seu cultivo vem enfrentando graves problemas com doencas, como a bacteriose
causada por Xanthomonas axonopodis pv. manihotis e a podriddo radicular ocasionada
por Phytopythium sp. As bactérias endofiticas sdo microrganismos que habitam o
interior da planta sem causar danos aparentes ao hospedeiro e exercem varios efeitos
benéficos, como a supressdo de doencas e a promoc¢do do crescimento das plantas. O
objetivo deste trabalho foi isolar bactérias endofiticas de raizes sadias de mandioca e
caracterizar quanto ao potencial em promover o crescimento de plantas, assim como
avaliar a atividade inibitdria dessas bactérias contra Phytopythium sp. e X. axonopodis
pv. manihotis. No total, foram obtidos 21 isolados de bactérias endofiticas de raizes
sadias de mandioca, dos quais 95% produziram AIA em meio com acréscimo de L-
triptofano, 33% solubilizaram fosfato inorgénico e 23,8% produziram sideréforos. Seis
isolados, 19Y, 21Y, 23Y, 26Y, 29Y e 4W, apresentaram mais de 30% de atividade
inibitdria contra Phytopythium sp., e dois isolados, 26Y e 29Y, inibiram X. axonopodis
pv. manihotis, in vitro. Seis isolados (15Y, 16Y, 23Y, 4W, 26Y e 29Y) foram ainda
caracterizados em ensaios de inoculacdo de plantas de mandioca em casa de vegetacéo,
visando o efeito desses isolados na redugédo da severidade da bacteriose da mandioca.
Todos os isolados reduziram a severidade da doenca em condicdes de casa de
vegetacdo. Quatro isolados foram testados por analise de ensaios de inoculacdo em
plantas de mandioca e dois em sementes de feijdo-caupi. Todos os isolados testados
promoveram o crescimento de plantas de mandioca e feijdo-caupi. Com base no
sequenciamento do gene 16S rRNA, os oito isolados endofiticos foram identificados
como pertencentes a dois géneros: Bacillus e Klebsiella. 16Y, 23Y e 4W pertencem a
mesma espécie, Bacillus aryabhattai, 15Y a Bacillus cereus e 26Y e 29Y também
pertencem a mesma especie Klebsiella pneumoniae. B. aryabhattai foi relatado pela
primeira vez como endofito de mandioca. As bactérias endofiticas isoladas de raizes
saudaveis de mandioca constituem um importante recurso bioldgico para a agricultura
moderna, devido aos efeitos benéficos dos endofitos no biocontrole de fitopatdgenos e

na promogao de crescimento de plantas.

Palavras-chave: Bactérias endofiticas; Promocéo do crescimento de plantas; Controle

bioldgico; Phytopythium sp; Bacteriose da mandioca.



ABSTRACT
Cassava is a crop of great importance for Brazilian and world agriculture, but its

cultivation has been facing serious problems with diseases, such as bacteriosis caused
by Xanthomonas axonopodis pv. manihotis and root rot caused by Phytopythium sp.
Endophytic bacteria are microorganisms that inhabit the interior of the plant without
causing apparent damage to the host and exert several beneficial effects, such as the
suppression of diseases and the promotion of plant growth. The objective of this work
was to isolate endophytic bacteria from healthy cassava roots and to characterize the
potential to promote plant growth, as well as to evaluate the inhibitory activity of these
bacteria against Phytopythium sp. and X. axonopodis pv. manihotis. In total, 21 isolates
of endophytic bacteria from healthy cassava roots were obtained, of which 95%
produced AIA in medium with addition of L-tryptophan, 33% solubilized inorganic
phosphate and 23.8% produced siderophores. Six isolates, 19Y, 21Y, 23Y, 26Y, 29Y
and 4W, showed more than 30% inhibitory activity against Phytopythium sp., and two
isolates, 26Y and 29Y, inhibited X. axonopodis pv. manihotis, in vitro. Six isolates
(15Y, 16Y, 23Y, 4W, 26Y and 29Y) were also characterized in inoculation tests of
cassava plants in a greenhouse, aiming at the effect of these isolates in reducing the
severity of cassava bacteriosis. All isolates reduced the severity of the disease under
greenhouse conditions. Four isolates were tested by analyzing inoculation tests on
cassava plants and two on cowpea seeds. All tested isolates promoted the growth of
cassava and cowpea plants. Based on the sequencing of the 16S rRNA gene, the eight
endophytic isolates were identified as belonging to two genera: Bacillus and Klebsiella.
16Y, 23Y and 4W belong to the same species, Bacillus aryabhattai, 15Y to Bacillus
cereus and 26Y and 29Y also belong to the same species Klebsiella pneumoniae
species. B. aryabhattai was first reported as an endophyte of cassava. Endophytic
bacteria isolated from healthy cassava roots are an important biological resource for
modern agriculture, due to the beneficial effects of endophytes on the biocontrol of

phytopathogens and the promotion of plant growth.

Keywords: Endophytic bacteria; Plant Growth Promotion; Biological control,

Phytopythium sp; Cassava bacteriosis.
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1. CONTEXTUALIZACAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) ¢ um arbusto perene e lenhoso
pertencente a familia Euphorbiaceae, nativa da América do Sul, cultivada em areas
tropicais e subtropicais em todo o mundo, devido o uso de suas raizes amilaceas
comestiveis (tubérculos), que sdo uma importante fonte de alimento no mundo em

desenvolvimento, incluindo Africa, América do Sul e Oceania (NAYAK et al., 2017).

Na cultura da mandioca um dos principais motivos de perda na producdo € a
podriddo radicular ocasionado por um complexo de fungos e oomicetos como
Phytopythium sp. e a bacteriose causada por Xanthomonas axonopodis pv. manihotis.
Assim, a podriddo radicular vem se tornando um problema frequente, pois se trata de
uma doenca de alto impacto econémico e social no Brasil, com queda progressiva na
produtividade e inviabilizando areas de plantio ao longo dos ciclos da cultura (SERRA
et al., 2009). Recentemente, Boari et al. (2018), identificaram pela primeira vez, o
oomiceto Phytopythium sp, causando o apodrecimento mole de raizes de mandioca, na
regido norte do Brasil, em um plantio localizado em Ipixuna no Estado do Para.

A podridéo radicular é considerada a principal doenca da mandioca no Estado do
Pard, ocasionando perdas em torno de 60% na producdo (LOZANO, 1992). Segundo
Poltronieri et al. (1993), os agricultores na tentativa de reduzirem as perdas, antecipam a
colheita e isso, consequentemente, reduz o rendimento em virtude das raizes ndo terem

completado o seu ciclo de maturagéo.

Além desta doenca, a mandioca é atacada X. axonopodis pv. manihotis que tem
o potencial de reduzir a produc&o e inviabilizar novos cultivos, pois o patdgeno pode ser
disseminado a longas distancias pelo proprio material propagativo (LOPEZ &
BERNAL, 2012), e em ataques severos, pode ocorrer a destruicdo da parte aérea da
planta e decréscimo na producéo de raizes (ALMEIDA et al., 2009).

Plantas infectadas por X. axonopodis pv. manihotis mostram a presenca de
manchas angulares tipicas e de aparéncia aquosa, a medida que a doenca se desenvolve
em curto espaco de tempo, as folhas atacadas secam, os peciolos murcham e se soltam
até a morte da planta (ABDULAI et al., 2018).
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O primeiro relato da doenga no Estado do Para foi feito por Deslandes (1994),
em areas produtoras de mandioca, sendo constatados apenas casos com a presenca de
manchas foliares. E de ocorréncia comum em todas as regides onde se cultiva a
mandioca, sendo mais severa no periodo chuvoso (PEREIRA; ZAGATTO, 1967;
LOZANO; SEQUEIRA, 1974; LOZANO, 1986; MIURA; MONTEIRO, 1997).

Assim, algumas doencas causadas por fitopatbgenos comprometem a seguranca
alimentar e a estabilidade econémica em diversos paises. Aliado a este cenério,
acrescenta-se a vigente demanda por um manejo agricola sustentavel, priorizando o
respeito ao meio ambiente em detrimento ao uso indiscriminado de defensivos agricolas
(DALLAGNOL et al., 2018). Nesse sentido, o uso de bactérias endofiticas tem sido
muito estudado para o controle de doencas em plantas, atividades de promocdo do
crescimento e na biorremediacdo de areas poluidas (NEWMAN & REYNOLDS, 2005,
PEREIRA et al., 2016, LIOTTI et al., 2018, XU et al., 2019).

Bactérias endofiticas sdo microrganismos ndo patogénicos que residem no
interior dos tecidos vivos das plantas saudaveis e sdo encontrados em folhas, ramos,
raizes e sementes, sem causar danos aparentes a seus hospedeiros (HALLMANN et al.,
1997, BACON & WHITE, 2000).

Com base nisso, quando as bactérias endofiticas sdo encontradas colonizando as
raizes das plantas e podem promover o seu crescimento, através do aumento da
absorcéo de nutrientes e dgua do solo, elas sdo denominadas de Bactérias Promotoras de
Crescimento de Plantas (BPCPs).

Os mecanismos de promocdo de crescimento vegetal pelas BPCPs podem ser
diretos ou indiretos. Os diretos podem ser a producdo de fitohormonios, como o acido
indol acético (AIA), que influenciam no crescimento e desenvolvimento da planta
(MACHADO et al., 2011), ou ainda suprimindo suas necessidades nutricionais pela
solubilizacdo de fosfatos (BEHERA et al., 2017) e producdo de sideroforos (GLICK,
2012). Ja os beneficios indiretos de promogéo de crescimento podem ser através da agédo
das bactérias endofiticas controlando os fitopatdgenos, através de competicdo de

nutrientes, producdo de substancias antibioticas, parasitando o patégeno ou mesmo
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induzindo a planta a desenvolver resisténcia as doengas (MENEZES, 2012, AKBABA
etal., 2018).

As BPCPs podem induzir a resisténcia sisttmica (ISR) e essa resisténcia se
desenvolve sistematicamente em resposta a colonizagdo do sistema radicular
principalmente por essas BPCPs sem provocar necrose, a qual é mediada por uma rota
sensivel ao acido jasmonico (AJ) e ao etileno (ET) (PIETERSE et al., 2014). Porém,
quando as plantas sdo expostas a indutores de resisténcia e ficam protegidas da acdo de
fitopatdgenos ndo se pode necessariamente assumir que ocorreu a inducdo de
resisténcia, uma vez que o agente indutor pode ser capaz de atuar diretamente sobre o

patégeno.

Nesse ponto de vista, Steiner & Schonbeck (1995) apresentaram alguns critérios
para determinar se a resisténcia mostrada pela planta foi realmente induzida ou se foi
resultado de outros fatores que de algum modo contribuiram para a reducdo da
severidade ou incidéncia da doenca. Os critérios sdo: auséncia de efeitos toxicos do
agente indutor sobre o patdgeno desafiante; necessidade de tempo entre a exposi¢do ao
indutor e a manifestacdo da resisténcia e a auséncia de relacdo entre o nivel de
expressdo da resisténcia e incrementos na aplicacdo do agente indutor (STEINER;
SCHONBECK, 1995).

As BPCPs podem promover o crescimento das plantas, assim, quanto a producéo
do fitohormonio, a sintese de auxinas, particularmente o &acido indol acético (AlA)
promove o crescimento das raizes e a proliferacdo de pelos radiculares, o que pode
melhorar a absorcdo de agua e nutrientes do solo e, consequentemente, melhorar o
crescimento e a produtividade da planta (CABALLERO-MELLADO et al., 2006).
Vérios estudos tém reportado que os microrganismos endofiticos estdo ativamente
envolvidos na sintese de auxinas, tanto em meio de cultura quanto no solo (LANA et
al., 2017, CARVALHO FILHO, 2008).

O aminoécido L-triptofano tem sido usado como precursor fisioldgico para a
biossintese de auxinas em plantas e microrganismos (KHALID et al., 2004). Os
exsudados radiculares sdo fontes naturais de L-triptofano para a microbiota do solo,
contribuindo para a sintese microbiana de AIA (LUM & HIRSCH, 2003).
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Quanto a capacidade de solubilizacdo de fosfatos, diversos microrganismos do
solo, como fungos e bactérias, solubilizam diferentes formas de fosfatos inorganicos.
Esses microrganismos conseguem solubilizar o fosfato através da producdo de acidos
organicos, inorganicos e atraves da reducdo do pH. Quando inoculadas aumentam o
crescimento e melhoram o rendimento das plantas (DAS et al., 2013). Assim, a
utilizacdo de microrganismos que possuem a capacidade de realizar este tipo de
solubilizacdo tem sido empregada como forma de substituir ou reduzir o uso de
fertilizantes fosfaticos solUveis, pois dessa forma havera melhor aproveitamento dos
fosfatos naturais (SILVA FILHO et al., 2002).

Os siderdforos sdo moléculas sequestradoras de ferro de baixo peso molecular
(500-1500 Daltons) (REICHARD, 2005; KHAN et al., 2017) e quando produzidos por
microrganismos fornecem varios efeitos benéficos para as plantas, pois podem
promover o seu crescimento, melhorar o seu rendimento através da absorcdo de ferro
pelas plantas (GAMALERO & GLICK, 2011) e podem inibir o desenvolvimento de
fitopatogenos (SHARMA & JOHRI, 2003, YU et al, 2011; AHMED &
HOLMSTROM, 2014).

Técnicas moleculares baseada na amplificacdo por reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e sequenciamento do gene 16S rRNA sdo ferramentas muito
importantes usadas para a identificacdo de novas bactérias endofiticas (SCHLABERG et
al., 2012). O gene 16S rRNA tem sido muito utilizado para avaliar a diversidade de
bactérias endofiticas com excelente sucesso, pois é composto por aproximadamente
1500 pares de nucleotideos sendo dotado de regides altamente conservadas (BREDOW
et al.,, 2015). Assim, entre as vantagens do uso do gene 16S rRNA esta a sua
universalidade, pois ele estd presente em quase todas as bactérias, permitindo sua
utilizacdo na identificagdo (KEMBEL et al., 2012). O alto grau de conservagdo da
sequéncia do gene 16S rRNA dentro das espécies € um importante fator para diferenciar
organismos. Além de seu tamanho, é grande o suficiente para ser amplificado usando a

PCR, e, portanto, pode ser usado em analises filogenéticas (WOO et al., 2008).

Assim, o potencial das bactérias endofiticas para uma producdo agricola
sustentavel € enorme, j& que muitos endodfitos podem atuar como promotores do

crescimento de plantas e no controle bioldgico de fitopatdgenos, oferecendo o minimo
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de riscos ao meio ambiente. Este trabalho teve como objetivo isolar, caracterizar,
selecionar e identificar bactérias endofiticas de raizes sadias de mandioca com potencial
para promover o crescimento de plantas e inibir o desenvolvimento de fitopatdégenos
como Phytopythium sp. e Xanthomonas axonopodis pv. manihotis, causadores de

doengas em plantas de mandioca na Amazonia Oriental.

O trabalho teve como hipoteses: Primeiro artigo: 1. As bactérias endofiticas
isoladas de raizes sadias de mandioca produzem alguns compostos entre eles AlA,
siderdforos e solubilizam fosfato de célcio; 2. As bactérias endofiticas isoladas de raizes
sadias de mandioca inibem o crescimento micelial de Phytopythium sp., in vitro e do
segundo artigo: 1. As bactérias endofiticas isoladas de raizes sadias de mandioca
suprimem o crescimento de X. axonopodis pv. manihotis, in vitro; 2. As bactérias
endofiticas isoladas de raizes sadias de mandioca reduzem a severidade da bacteriose

em plantas de mandioca, em casa de vegetacao.
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RESUMO
A mandioca € uma cultura de grande importancia no cenario agricola mundial, devido

ao uso de suas raizes que se destacam como fonte de energia, sendo consumida por
milhdes de pessoas. Foi isolado um total de 21 bactérias endofiticas de raizes sadias de
mandioca. Esses isolados foram caracterizados quanto ao potencial de promocdo do
crescimento de plantas e a atividade inibitoria dessas bactérias contra Phytopythium sp.
foi avaliado in vitro. Quatro destes isolados foram testados em ensaios de inoculagéo de
mudas de mandioca e dois em feijdo-caupi. 95 % dos isolados produziram AlA, 33%
solubilizaram fosfato de célcio e 42% produziram sider6foros. Seis isolados
apresentaram efeito inibitorio in vitro a Phytopythium sp. Com base no sequenciamento
parcial do gene 16S rRNA, os seis antagonistas endofiticos foram identificados como
pertencentes a dois géneros: Bacillus e Klebsiella. O isolado 21Y (Bacillus velezensis)
apresentou a maior atividade inibitéria (60,7%). Os isolados 23Y e 4W, ambos
identificados como Bacillus aryabhattai, promoveram o crescimento de plantas de
feijdo-caupi e mandioca. Todos os isolados testados, quando irrigados no substrato onde
foram plantadas as manivas de mandioca, apresentaram melhores resultados em relacéo
a promogdo de crescimento de plantas de mandioca, melhorando tanto o comprimento
da parte aérea quanto da raiz dessas plantas. As bactérias endofiticas isoladas de
mandioca sdo importantes recursos na busca de inibidores especificos de fitopatdgenos
e na promoc¢do de crescimento vegetal. NOs descrevemos, pela primeira vez, a
identificacdo molecular da espécie B. aryabhattai, como bactéria endofitica de
mandioca na regido Amazonica.

Palavras-chave: Acido Indol Acético; Solubilizagdo de Fosfato; Sider6foros,

Phytopythium sp., Bacillus aryabhattai, Bioinoculante.
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ABSTRACT
Cassava is a crop of great importance in the world agricultural scenario, due to the use

of its roots that stand out as a source of energy, being consumed by millions of people.
A total of 21 healthy cassava root endophytic bacteria were isolated. These isolates were
characterized for their potential to promote plant growth and the inhibitory activity of
these bacteria against Phytopythium sp. was evaluated in vitro. Four of these isolates
were tested in cassava seedling inoculation assays and two in cowpea. 95% of the
isolates produced IAA, 33% solubilized calcium phosphate and 42% produced
siderophores. Six isolates showed in vitro inhibitory effect on Phytopythium sp. Based
on the partial sequencing of the 16S rRNA gene, the six endophytic antagonists were
identified as belonging to two genera: Bacillus and Klebsiella. Isolate 21Y (Bacillus
velezensis) presented the highest inhibitory activity (60.70%). Isolates 23Y and 4W,
both identified as Bacillus aryabhattai, promoted the growth of cowpea and cassava
plants. All the isolates tested, when irrigated in the substrate where the cassava manures
were planted, presented better results in relation to the growth promotion of cassava
plants, improving both the shoot and root length of these plants. Cassava isolated
endophytic bacteria are important resources in the search for specific phytopathogen
inhibitors and in promoting plant growth. We describe for the first time the molecular
identification of B. aryabhattai species as cassava endophytic bacteria in the Amazon

region.

Key-words: Indole Acetic Acid, Phosphate Solubilization, Siderophores, Phytopythium

sp., Bacillus aryabhattai, Bioinoculant.

27



2.1. INTRODUCAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) € uma planta nativa do Brasil
(CORDEIRO et al., 2017) que possui boas caracteristicas nutritivas, sendo uma das
principais fontes de energia consumida por milhdes de pessoas que vivem em paises em
desenvolvimento. Suas raizes sdo ricas em carboidratos e tém sido usadas
principalmente na producdo de farinha para o consumo humano, onde deficiéncias
caldricas e desnutricdo sdo comuns (YANDIA et al., 2018).

No Brasil, a mandioca é cultivada em todas as regides; no entanto, a podriddo
radicular dificultou sua producdo principalmente na regido amazonica (LIMA et al.,
2018). A identificacdo de Phytopythium sp., como agente causal da doenca da podriddo
radicular de raizes em plantas de mandioca coletadas em Ipixuna, Estado do Para, foi
relatada recentemente por Boari et al. (2018). Bactérias endofiticas, incluindo Bacillus,
Streptomyces, Enterobacter, Bradyrhizobium tém sido isoladas de raizes de mandioca
(TEIXEIRA et al., 2007; DE MELO et al., 2009; LEITE et al., 2018), entretanto, 0
antagonismo destas bactérias para Phytopythium sp. ainda nédo foi estudado.

Segundo Hallmann et al. (1997), os microrganismos associados as plantas sao
considerados endofiticos, quando habitam o interior da planta sem causar danos
aparentes ao hospedeiro.

Varios sdo os exemplos da aplicacdo de microrganismos endofiticos na producéo
agricola, onde a capacidade de estimular o crescimento vegetal apresentada pelos
microrganismos tem sido atribuida a mecanismos indiretos como antagonismo a
fitopatdgenos e diretos, tais como a producdo de sideréforos, producdo de fitohorménio
como acido indol acético (AlIA) e a solubilizacdo de fosfatos inorganicos, que
proporcionardo uma maior resisténcia das plantas a condi¢des de estresse (PEIXOTO
NETO, AZEVEDO, ARAUJO, 2002). Assim, esses microrganismos nio s6 promovem
0 crescimento das plantas, mas também ajudam na sustentabilidade agricola e protecédo
do meio ambiente (DAS et al., 2013).

Estudos que avaliam a associacdo de microrganismos endofiticos em plantas de
mandioca tém se tornado importante, uma vez que sdo utilizados no manejo dessa
cultura. Apesar da importancia, sdo poucos os trabalhos de endéfitos em mandioca em

comparagdo com outras culturas. Assim, bactérias endofiticas foram isoladas de muitas
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espécies de plantas, como Lycopersicon esculentum (MUNIF et al., 2013), Piper
tuberculatum (NASCIMENTO et al., 2015), Beta vulgaris (KHANAM et al., 2015),
Cucumis sativus (AKBABA et al., 2018), Simmondsia chinensis (PEREZ-ROSALES et
al., 2018) e Manihot esculenta (TEIXEIRA et al., 2007; DE MELO et al., 2009; LEITE
etal., 2018).

Estudos com o objetivo de isolar bactérias endofiticas de plantas de mandioca
foram relatados. Por exemplo, Teixeira et al. (2007) encontraram cerca de vinte e sete
géneros de microrganismos endofiticos associados a esta planta, assim como Leite et al.
(2018) identificaram seis géneros bacterianos de raizes e caules de mandioca, sendo eles
Acromobacter, Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Pantoea e Pseudomonas,
mostrando que as bactérias endofiticas isoladas destas apresentam potenciais
caracteristicas de promocdo de crescimento de plantas.

O feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) é uma leguminosa de grande
importancia agricola, por ser uma das principais fontes de proteina vegetal e contribuir
de forma significativa para a geracdo de renda no campo, nas regides Norte e Nordeste
do Brasil (COSTA et al., 2013).

Com base nisso, a bioprospeccdo de isolados endofiticos com a capacidade de
produzir AIlA, sider6foros e solubilizar fosfatos inorgénicos pode auxiliar na
compreensdo dos mecanismos de interacdo entre bactéria-planta e, consequentemente,
abrir novas portas no manejo dessa cultura. Além disso, face a importancia da cultura da
mandioca para o estado do Pard e considerando que a podriddo radicular vem
comprometendo a sua sobrevivéncia, este trabalho teve como objetivo isolar, selecionar
e identificar bactérias endofiticas com potencial para controlar Phytopythium sp. e

promover o crescimento de plantas de mandioca e feijao-caupi.

2.2. MATERIAL E METODOS

2.2.1. Material vegetal para o isolamento de bactérias endofiticas associadas a

mandioca

Raizes sadias de mandioca foram coletadas no Banco Ativo de Germoplasma

(BAG) da Embrapa Amazonia Oriental, Belém, PA (Figura 1). No total foram coletadas
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raizes de seis acessos de mandioca, sendo trés de coloracdo da polpa branca,
pertencentes aos acessos BGM 087, EAB 645 e Ismael (Figura 1A), e as outras trés de
coloracdo da polpa amarela, pertencentes aos acessos Surubi, Manaza e Xingu (Figura
1B).

" ISMAEL 2

=/ | ?
1 T

SURUBI 41 MANAZA XINGU

Figura 1. Raizes saudaveis de seis acessos de mandioca, sendo trés de polpa branca (A)
e trés amarelas (B), coletadas no Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Amazoénia
Oriental, Belém, PA.

2.2.2. Isolamento de bactérias endofiticas de raizes sadias de mandioca

O isolamento das bactérias endofiticas foi realizado conforme descrito por
Nascimento et al. (2015). Raizes de plantas de mandioca aparentemente sadias foram
coletadas e em seguida lavadas em &gua da torneira para remover o solo aderente.
Depois foram submetidas & desinfestacdo superficial com etanol a 70% por 1 minuto,
seguido de solugdo de hipoclorito de sddio a 2% por 6 minutos e em seguida, foram
processadas cinco lavagens em agua destilada estéril.

Para a confirmacéo de que apenas bactérias endofiticas foram isoladas, aliquotas
da 4gua da ultima lavagem foram inoculadas em placas de Petri, com meio de cultivo
TSA (Agar Triptona de Soja, Himedia, India), suplementado com o fungicida Benomyl
(50 ug/mL) ¢ incubadas a 28°C. Assim, ndo havendo crescimento bacteriano nessas

placas, os isolados obtidos pela maceracéo dos tecidos foram considerados endofiticos.
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Do material desinfestado foram retiradas as extremidades das raizes, e o restante
foi cortado assepticamente em pequenos fragmentos e macerados com auxilio de
cadinho e pistilo estéreis. O macerado foi misturado com tampao Phosphate Buffered
Saline, PBS (1,44 g/L de Nay,POy, 0,24 g/L de KH,PO,, 0,2 g/L de KCI, e 8,0 g/L de
NaCl), transferido para um tubo falcon de 50 mL e incubado sob agitacdo de 70 rpm a
28°C durante 1 hora, para a difusdo das bactérias endofiticas para a solugéo.

Ap0s esse periodo, as suspensdes bacterianas obtidas foram diluidas em tampé&o
PBS e foram espalhadas em placas contendo meio de cultivo TSA suplementado com
benomyl, para evitar possivel crescimento de fungos. As placas foram mantidas em sala,
com temperatura ambiente em torno de 28°C.

A avaliacdo do crescimento bacteriano teve inicio apds 24 horas de incubacédo e
prosseguiu por um periodo de uma semana para verificacdo das coldnias isoladas.
Depois do crescimento, as bactérias foram repicadas para outras placas com 0 mesmo
meio de cultura. Por ultimo, foi feita uma selecdo visual das colbnias crescidas,
agrupando-as de acordo com caracteristicas morfologicas, como cor, bordas regulares e
irregulares, crescimento rapido e lento. Todos 0s grupos bacterianos isolados foram
cultivados em meio TSB e armazenados a -20°C e -80°C na presenca de glicerol a 33%,
sendo posteriormente extraido o DNA genémico.

2.2.3. ldentificacdo molecular dos isolados de bactérias endofiticas

2.2.3.1. Extracdo de DNA gendmico das bactérias endofiticas

A extracdo do DNA gendmico foi realizada conforme metodologia descrito por
Ausubel et al. (2003). Inicialmente as bactérias endofiticas foram inoculadas em meio
caldo Triptona Soja (TSB) e incubadas com agitacdo a 28°C overnight para crescimento
da cultura bacteriana. Em seguida, aliquotas de 1,5 mL de cultura bacteriana foram
centrifugadas e os precipitados foram ressuspendidos com 567 pL de TE (Tris 10 mM
pH 8,0, EDTA 1 mM pH 8,0); 30 pL de dodecil sulfato de sodio (SDS) 10% e 3 uL de
proteinase k 20 mg/mL. A mistura foi incubada por 1 hora a 37°C. Em seguida, foram
adicionados 100 pL de NaCl 5 M e 80 uL de CTAB/NaCl (10% CTAB em 0,7 M de
NaCl), a mistura foi entdo incubada a 65°C. Apds a extracdo com clorofil (24 volume de
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cloroférmio/1 volume de &lcool isoamilico) e precipitacdo com isopropanol, o DNA foi
lavado com 600 pL de Etanol a 70%. Por ultimo, o DNA foi seco por meio de
incubacdo a temperatura ambiente durante 30 minutos, ressuspendido em TE e

armazenado a -20°C.

2.2.3.2. Amplificacdo do gene 16S rRNA e analise da sequéncia

O gene 16S rRNA foi amplificado por PCR utilizando os primers universais
Y1F e Y3R (CRUZ et al., 2001), sendo que que estes iniciadores flanqueiam um
fragmento de aproximadamente 1500 pares de bases (Tabela 1).

As condicBes do ensaio de PCR foram as seguintes: desnaturacdo inicial a 95°C
por 5 minutos, seguido de 30 ciclos (95°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto e 72°C por
4 minutos) e extensdo final de 72°C por 20 minutos. Os produtos de PCR foram
sequenciados na ACTGene Analises Moleculares Ltda, no Rio Grande do Sul. As
sequéncias de nucleotideos foram comparadas a um banco de dados usando o programa
BLAST do NCBI (ALTSCHUL et al., 1990).

Tabela 1. Sequéncias dos iniciadores utilizados para amplificacdo do gene 16S rRNA
das bactérias endofiticas isoladas de raizes saudaveis de mandioca.

Nome Tamanho  Posigdo 16S Sequéncia (5°- >37) Referéncia
rRNA em
E.coli
Y1F 24 20-43 TGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC CRUZetal., 2001
Y3R 26 1482-1507 TACCTTGTTACGACTTCACCCCAGTC CRUZetal., 2001

2.2.4. Bactérias endofiticas com potencial para controlar Phytopythium sp.

O isolado Phytopythium sp. foi obtido na colecdo de micologia da Embrapa
Amazonia Oriental, Belém, PA. As bactérias endofiticas, isoladas de raizes sadias de
mandioca foram testadas, in vitro, quanto a sua capacidade para inibir o crescimento
micelial de Phytopythium sp. usando placas de Petri contendo o meio de cultura de
batata-dextrose-agar (BDA). Um disco de 8 mm de didmetro, contendo o micélio do
oomiceto, foi colocado no centro de placas de BDA e as colbnias bacterianas foram

riscadas a 2 cm a partir da borda das placas. Como controle negativo, foram usadas
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placas de BDA contendo apenas o disco com o micélio de Phytopythium sp. sem a
bactéria. Foram realizados 5 repeti¢cbes por tratamento. As placas foram incubadas a
28°C durante 3 dias. Foi utilizado um paquimetro digital para mensurar o crescimento
radial de inibicdo de Phytopythium sp. diariamente.

Para determinar as diferengas no crescimento radial entre os isolados de
bactérias endofiticas e o controle (sem a bactéria endofitica), analises estatisticas foram
realizadas utilizando o teste de Skott-Knott, para comparacdo das medias. A inibicédo

relativa (IR) foi calculada com base no crescimento em placas controle como:

IR (%) Crescimento radial do controle — crescimento radial da amostra 100
- x
’ Crescimento radial do controle

2.2.5. Bactérias endofiticas com potencial para a promocao de crescimento vegetal

Os isolados de bactérias endofiticas foram analisados quanto ao potencial para

produzir &cido indol acético e solubilizar fosfatos inorganicos.

2.2.5.1. Avaliacdo da capacidade das bactérias endofiticas em produzir o &acido
indol acético (AlA)

A capacidade de producdo de AIA pelos isolados bacterianos foi estimada
utilizando a metodologia colorimétrica descrita por Gordon & Weber (1951).
Inicialmente, as bactérias foram crescidas em 3 mL de meio de cultura TSB.
Posteriormente, uma aliquota de 100 pL do indculo bacteriano foi adicionado em 10 mL
de meio TSB suplementado com 5 mM do aminoacido L-triptofano e incubados sob
agitacdo constante (180 rpm) a 28°C, na auséncia de luz, por 24 e 48 horas. Apos 0
tempo de incubacdo, a cultura foi centrifugada a 10.000 rpm durante 10 minutos. Em
seguida, procedeu-se a avaliagdo da producgdo de AIA, através de um mix contendo 350
pL do sobrenadante e 700 pL do reagente de Salkowski (1,2% de FeCl; 0,5 M em 37%
de H,SO,4). Essa mistura foi incubada a temperatura ambiente no escuro, durante 15
minutos. Como controle, foi utilizado apenas meio TSB suplementado com L-
triptofano. A producdo de AIA foi avaliada por meio da presenca de coloragdo réseo-

avermelhada. A quantificacdo foi realizada através das leituras de absorvéancia das
33



amostras pela intensidade da cor, com auxilio do espectrofotdmetro a 530 nm. O

experimento foi realizado em triplicata.

2.2.5.2. Avaliacdo da capacidade das bactérias endofiticas em solubilizar o fosfato

de calcio, in vitro

Para a solubilizacdo de fosfato de calcio, utilizou-se o meio de cultura NBRIP
(National Botanical Research Institute’s phosphate) contendo por litro: 10 g de glicose,
5 g de Ca3(PO,)2, 5 g de MgCl,.6H,0, 0,25 g de MgSQ,. 7H,0, 0,2 g de KCI, 0,1 g de
(NH4)2SO,4 e 15 g de agar. O pH foi ajustado para 7,0 segundo metodologia proposta
por Nautiyal (1999).

Para a avaliacdo da capacidade de solubilizar o fosfato, as bactérias endofiticas
foram cultivadas em meio TSB por um periodo de 24 horas. Apds, aliquotas de 50 pL
da cultura bacteriana foram colocadas em pocos feitos em placas de Petri com meio de
cultura NBRIP - 4gar e foram incubadas a 28°C por 7 dias. No controle foi colocado
apenas aliquotas de 50 puL de meio TSB autoclavado.

O experimento foi realizado em triplicata, e os isolados que apresentaram
formagdo de halos translucidos ao redor das col6nias, no meio NBRIP - agar foram
considerados positivos devido a solubilizacdo de fosfato de célcio. O diametro do halo
de solubilizacdo e da col6nia bacteriana foi mensurado por meio do uso de paguimetro.

A avaliagdo do indice de solubilizacdo de fosfato foi realizada no sétimo dia por
meio da formula proposta por Berraquero et al. (1976):

DTH
IS (mm) = W

Em que IS (mm) é o indice de solubilizacdo, DTH é o diametro total do halo e o
DC é o didmetro da coldnia de bactéria. O IS foi classificado de acordo com Hara &
Oliveira (2005), em que baixa solubilizacdo (IS < 2), média solubilizacdo (2 < IS<3) e
alta solubilizagéo (IS > 3).

Para a avaliacdo quantitativa da solubilizacdo de fosfato, os vinte e um isolados

endofiticos foram inoculados em meio de cultura TSB e incubados a 28°C, sob agitacédo
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constante (180 rpm). Apos o periodo de incubacdo, 200 pL do sobrenadante de cada
cultura foi adicionado em tubos falcon estéreis contendo 10 mL de meio NBRIP
(NAUTIYAL, 1999) o pH do meio foi ajustado para 7,0 antes da autoclavagem. O
controle constituiu-se de tubos com 10 mL de meio NBRIP sem o indculo. Todos os
tubos foram incubados por um periodo de 24, 72 e 120 horas a 28°C em agitacdo a 180
rpm.

Decorrido o tempo de incubacdo, 1 mL de cada amostra foi transferida para
microtubos de 1,5 mL, que foram centrifugados a 10000 rpm por 5 minutos. A
quantidade de fosforo soltvel foi analisada pela reacdo do sobrenadante com a solugéo
do método molybdenum blue (MURPHY & RILEY, 1962), na proporg¢do de 1:5. Apos
10 minutos de reacdo o P soltvel foi quantificado em espectrofotdmetro a 882 nm. Foi
medido o pH do meio NBRIP inoculado com as bactérias endofiticas nos tempos
determinados. Os experimentos foram realizados em triplicatas e o resultado positivo
foi evidenciado pela diminuicdo da intensidade da cor azul.

2.2.5.3. Avaliacdo da capacidade das bactérias endofiticas selecionadas em

produzir sider6foros

Nove isolados foram submetidos a avaliacdo da producdo de sideroforos,
segundo Schwyn & Neilands (1987). Foram utilizadas placas de Petri contendo o meio
de cromo azurol S (CAS), feito a partir de trés solugdes: a parte sélida do meio, a
solugdo mae do meio CAS e 0 meio MM9. Para o preparo da solugdo mae sao utilizadas
trés solucdes: a solugdo I, composta por 60,5 mg de cromoazurol S, dissolvidos em 50
mL de &gua destilada autoclavada; a solugdo Il, composta de 100uL de FeCls. 6H,0 a
100 mM em 9,9 mL de HCI a 10 mM preparado a partir de HCI comercial a 37%
(FeCls. 6H,0 a 1 mM) e a solucdo Ill, composta por 40 mL da solugdo 10 mM de
HDTMA. A parte solida consiste em 3,01 g de tampdo Pipes e 1,5 g de agar
bacterioldgico aferidos para 80 mL em pH 6.8. Enquanto o meio MM9 é feito com: 1,28
g de Na;HPO,, 0,3 g de KH,PO,, 0,05 g de NaCl, 0,1 g de NH,Cl ou 100uL de extrato
de levedura a 10% e 20% de glicose filtrada.

Os nove isolados foram inoculados em dois meios de cultura diferentes: LB,
Luria Bertani 2% e Triptona de soja, TSB 0,6%, que sdo meio pobres em ferro usados
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para favorecer a producdo de sider6foros por essas bactérias, seguido de incubacao por
120 horas. Posteriormente, foram recolhidos 1 mL desse cultivo que foi centrifugado
por 10 minutos a 10.000 rpm. Apos, foi retirado 250 pL do sobrenadante bacteriano o
qual foi inoculado em pocos de 10 mm de didmetro realizados nas placas CAS-Agar. As
placas foram cobertas com papel aluminio e incubadas a temperatura ambiente, por 72
horas, na auséncia de luz. Ao redor dos pogos foi observada a presenca de halos de cor
laranja, que indicam a producao de sideréforos. No controle foi utilizado apenas 0 meio

TSB autoclavado.

2.2.6. Efeito dos isolados de bactérias endofiticas no crescimento de plantas de

feijdo-caupi (Vigna unguiculata)

O feijéo-caupi tem grande potencial para se tornar uma commodity, assim, tendo
em vista a grande importancia do feijdo-caupi para o Pais e principalmente para o
Estado do Para, este trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade de dois isolados
de bactérias endofiticas, 23Y e 4W, quanto ao potencial em promover o crescimento de
plantas de feijao-caupi.

Antes da semeadura, as sementes de feijdo-caupi foram desinfestadas
superficialmente com alcool etilico a 70% durante 3 minutos e posteriormente foram
imersas em hipoclorito de sodio a 2% por 10 minutos e em seguida foram lavadas cinco
vezes em agua destilada esterilizada para remocdo do excesso de hipoclorito de sédio
(HUNGRIA, ARAUJO, 1994).

Para o preparo dos inoculantes, as estirpes bacterianas foram cultivadas em meio
de cultura TSB, sob agitacdo constante, a 28°C. Em seguida, as suspensdes bacterianas
foram padronizadas em espectrofotdmetro para DOggo= 0,1. As sementes de feijdo-caupi
foram submersas em suspensdes dos isolados de bactérias endofiticas 23Y e 4W,
durante 10 minutos, sob agitacdo manual. As sementes do tratamento controle foram
submersas em TSB esterilizado sob as mesmas condi¢des dos demais tratamentos. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com trés tratamentos e cinco
repeticoes.

Apo6s a inoculacdo, as sementes foram semeadas em vasos (copos) com

capacidade para 500 mL, contendo solo autoclavado, com o intuito de eliminar qualquer
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tipo de biota nativa, em ambiente de laboratdrio, na Universidade Federal do Para
(Belém, Para) sob fotoperiodo de 12 horas a temperatura ambiente. A irrigacdo foi
realizada diariamente. As avaliagcfes do comprimento da parte aérea e da raiz nas
plantas de feijdo-caupi foram realizadas 13 dias apds a inoculacdo. Ao término das
avaliacdes do comprimento da parte aérea e da raiz, as plantas foram separadas em parte
aéreas e raizes. Em seguida, as partes aéreas foram pesadas em balanca eletrnica e as
raizes cuidadosamente lavadas em agua corrente e em agua destilada, secas com papel

absorvente e pesadas.

2.2.7. Efeito dos isolados de bactérias endofiticas no crescimento de plantas de

mandioca

Mudas de mandioca, acesso “Milagrosa alta 11, foram cultivadas em casa de
vegetacdo em vasos de seis litros contendo substrato de fibra de coco estéril e em cada
vaso foi irrigado 100 mL de solucao nutritiva (MURASHIGE & SKOOG, 1962), dois
dias antes de inocular as bactérias endofiticas.

Foram testados dois métodos de inoculacdo: irrigacdo de 100 mL da suspensédo
bacteriana no substrato contido nos vasos e pulverizacdo de 100 mL da suspensdo
bacteriana em todas as folhas da planta, até o ponto de escorrimento. O experimento foi
realizado em delineamento inteiramente casualizado e os tratamentos foram organizados
em esquema fatorial (5x2), sendo 4 isolados de bactérias endofiticas (15Y, 16Y, 23Y e
4W) e um controle ndo-inoculado; e dois métodos de inoculacdo: irrigacdo e
pulverizacao.

Foram preparadas suspensdes dos isolados de bactérias endofiticas em solucéo
salina esterilizada a 0,8%, a partir de cultura com 24 horas de crescimento em meio
MB1 (KADO & HESKETT, 1970). Essas suspensdes foram ajustadas para uma
DOs70nm = 0,52 contendo 2x10° UFC/mL (MARIANO et al., 2016). Estes isolados de
bactéria endofitica foram selecionados com base nos resultados de produgdo de AlA,
producéo de sideroforos e solubilizacdo de fosfato inorganico, in vitro.

Quinze dias apods a inoculacdo, com os isolados de bactérias endofiticas, foram
realizadas as avalia¢fes quanto ao comprimento da parte aérea e das raizes de todas as
plantas e quanto ao peso da matéria fresca e seca da parte aérea e da raiz. A matéria
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fresca da raiz (MFR) foi obtida pela pesagem das raizes das amostras, enquanto a
matéria fresca da parte aérea (MFPA) foi obtida pela pesagem do caule e das folhas das
plantas de mandioca.

Para a obtencdo da matéria seca da parte aérea (MSPA), as folhas e caules das
plantas de mandioca foram cuidadosamente acondicionados em sacos de papel e secas
em estufa, a 70°C, até atingir peso constante. O mesmo procedimento de secagem foi
empregado para as raizes (MFR). Depois foi feita a pesagem do material, tanto da parte

aérea e das raizes.

2.2.8. Anélise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia, no programa
SISVAR (FERREIRA, 2010). As médias foram comparadas pelo teste de Skott - Knott,
a 5% de significancia.

2.3. RESULTADOS

2.3.1. Identificacdo de bactérias endofiticas de mandioca

Os resultados obtidos neste estudo revelaram que nas placas de Petri do ensaio
foi observado um crescimento diversificado de bactérias endofiticas ap6s o periodo de
24 horas de incubacdo. Enquanto nas placas de Petri controle ndo foi observado
crescimento de bactérias epifiticas que ocorrem na superficie externa das raizes,
indicando que o processo de assepsia foi adequado para as raizes sadias de mandioca,
confirmando, assim, que os isolados obtidos s&o endofiticos.

Apos a avaliagéo das caracteristicas morfoldgicas, foi obtido um total de vinte e
um isolados de bactérias endofiticas de raizes sadias de mandioca, sendo quinze
isolados de raizes com a coloracéo da polpa amarela e seis de raizes com a coloracao da

polpa branca (Figura 2, Tabela 2).
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Figura 2. Isolados de bactérias endofiticas de raizes sadias de mandioca com a
coloracdo da polpa amarela (Y-Yellow) (A) e branca (W-White) (B), cultivadas em
meio TSA.
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Tabela 2. Bactérias endofiticas obtidas de seis acessos de mandioca, sendo trés com a
coloracdo da polpa das raizes branca e trés amarelas.

Isolado Acesso de mandioca  Coloragdo da polpa da raiz
1Y Surubi Amarela
5Y Surubi Amarela
Y Surubi Amarela
8Y Surubi Amarela
15Y Manaza Amarela
16Y Manaza Amarela
19Y Manaza Amarela
21Y Manaza Amarela
23Y Manaza Amarela
25Y Xingu Amarela
26Y Xingu Amarela
27Y Xingu Amarela
28Y Xingu Amarela
29Y Xingu Amarela

30Y Xingu Amarela
2W BGM 087 Branca
3W BGM 087 Branca
4W EAB 645 Branca
5w EAB 645 Branca
8W Ismael 2 Branca
10w Ismael 2 Branca

* Isolados de bactéria endofitica obtidos de raiz de mandioca amarela (Y-Yellow) e
branca (W-White).

2.3.2. Biocontrole de Phytopythium sp. por bactérias endofiticas de mandioca

Foi realizado um ensaio in vitro de antagonismo das bactérias endofiticas
isoladas de raizes sadias de mandioca com potencial para inibir o crescimento micelial
de Phytopythium sp., causador da podriddo mole em raizes de mandioca na Amazoénia
Oriental. Para este ensaio, foram testados os vinte e um isolados de bactérias endofiticas
(Figura 3).

Somente seis isolados, denominados 19Y, 21Y, 23Y, 4W, 26Y e 29Y, inibiram
0 crescimento micelial de Phytopythium sp. em 30,56%, 60,7%, 44,38%, 48,55%,
32,8% e 53,52% em comparagdo com o controle, respectivamente (Tabela 3). O isolado

21Y apresentou a maior inibicdo (60,7%).
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O crescimento micelial de Phytopythium sp. foi significativamente limitado por

estes isolados. Isso foi mostrado através do tamanho reduzido da coldénia do oomiceto

em meio BDA com trés dias apés a incubacao (Figura 3).

Phytopythium sp. + isolado 7Y Phytopythium sp. + isolado 8Y Phytopythium sp. + isolado 15Y

‘W y \ A Y ¢
3 : " > / N
- —

Phytopythium sp. + isolado 16Y  phytopythium sp. + isolado 19Y Phytopythium sp. + isolado 21Y

Phytopythium sp. + isolado 23Y  Phytopythium sp. + isolado 25Y  Phytopythium sp. + isolado 26Y
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Phytopythium sp. p + isolado 10W

Figura 3. Ensaios de inibicdo do crescimento micelial de Phytopythium sp. por
bactérias endofiticas de raizes sadias de mandioca em meio BDA com 3 dias apds a
incubacdo.*Isolados de bactéria endofitica obtidos de raiz de mandioca amarela (Y-
yellow) e branca (W-white).
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Tabela 3. Atividade antagonica de bactérias endofiticas de raizes saudaveis de
mandioca contra Phytopythium sp., in vitro.

Tratamentos

Crescimento radial (cm)*

Inibicdo Relativa- RI (%)

Phytopythium sp. (Controle)
Phytopythium sp.+ Isolado 1Y
Phytopythium sp.+ Isolado 5Y
Phytopythium sp.+ Isolado 7Y
Phytopythium sp.+ Isolado 8Y
Phytopythium sp.+ Isolado 15Y
Phytopythium sp.+ Isolado 16Y
Phytopythium sp. + Isolado 19Y
Phytopythium sp.+ Isolado 21Y
Phytopythium sp.+ Isolado 23Y
Phytopythium sp.+ Isolado 25Y
Phytopythium sp.+ Isolado 26Y
Phytopythium sp.+ Isolado 27Y
Phytopythium sp.+ Isolado 28Y
Phytopythium sp.+ Isolado 29Y
Phytopythium sp. + Isolado 30Y
Phytopythium sp.+ Isolado 2W
Phytopythium sp. + Isolado 3W
Phytopythium sp.+ Isolado 4W
Phytopythium sp.+ Isolado 5W
Phytopythium sp.+ Isolado 8W
Phytopythium sp.+ Isolado 10W

90,00 d
90,00 d
90,00d
90,00d
90,00 d
90,00 d
90,00d
62,50 c
3531la
50,06 b
90,00d
60,48 ¢
90,00 d
90,00 d
41,83 b
90,00d
90,00 d
90,00 d
46,31 b
90,00d
90,00d
90,00 d

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
30,56
60,70
44,38
0,00
32,80
0,00
0,00
53,52
0,00
0,00
0,00
48,55
0,00
0,00
0,00

*As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo Teste
de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Os dados representam a média de trés repeticGes.
A Inibicdo Relativa (RI) foi calculada pela seguinte formula: R1 (%) = [(Crescimento
radial do controle — crescimento radial da amostra)/Crescimento radial do controle] x
100. *Isolados de bactéria endofitica obtidos de raiz de mandioca amarela (Y-yellow) e

branca (W-white).
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2.3.3. Selecdo de bactérias endofiticas com potencial para a promog¢do de

crescimento de plantas

As bactérias endofiticas, isoladas de raizes saudaveis de mandioca, foram
avaliadas in vitro quanto ao potencial para promover o crescimento das plantas. O
rastreio dos fatores de promocéo de crescimento in vitro é considerado uma ferramenta
eficaz na investigacdo de bactérias endofiticas que podem ser utilizadas como
biofertilizantes. Estes testes sdo extremamente importantes porque permitem a selecao
de microrganismos com melhor potencial agronémico antes de testad-los em plantas
(SZILAGYI-ZECCHIN et al., 2016).

2.3.3.1. Avaliacdo da capacidade das bactérias endofiticas em produzir o acido
indol acético (AlA)

A analise da producdo de AIA foi realizada com os vinte e um isolados de
bactérias endofiticas de raizes sadias de mandioca. Para isso, foi feito uma reta padrao
para a comparacdo da absorvancia colorimétrica da quantidade de AIA produzido pelos
isolados de bactéria endofitica e constou de concentra¢des conhecidas de AIA comercial
(0, 5, 10,15, 25, 50, 75, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 e 1000 ug /mL) que
gerou a equacdo y = 0,0104x + 0,002 (R? = 0,9892), em que “y” representa a quantidade
de AIA secretada na cultura liquida (ug/mL) e “x” é a absorvancia obtida durante as
leituras no espectrofotdmetro (Figura 4).

O ensaio colorimétrico com o emprego da solugdo de Salkowski permitiu
identificar e quantificar os isolados capazes de produzir a auxina pela manifestacdo de
uma cor réseo-avermelhada variando de intensidade de acordo com a concentracao de
AlA presente no meio.

Nossos resultados demonstram que a producgédo de AIA foi observada em 95%
dos isolados de bactérias endofiticas, sendo que essa producédo foi avaliada no periodo
de 24 e 48 horas de crescimento bacteriano em meio TSB suplementado com 5 mM do
aminoacido L-triptofano. Assim, quanto ao periodo de 24 horas de crescimento

bacteriano, a producdo média deste fitohorménio foi de 0,3 — 19,61 pug/mL e no periodo
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de 48 horas, houve uma maior producdo deste fitohormdnio por essas bactérias
endofiticas, com producdo meédia de 0,67 — 61,11 pug/mL (Tabela 4).

Os isolados 4W e 23Y, apresentaram a maior producdo de AIA nos dois
periodos avaliados, com producdo média de 15,00 e 19,61 pg/mL, no periodo de 24
horas de crescimento bacteriano, respectivamente e producdo média de 61,11 e 60,54
pg/mL, no periodo de 48 horas de crescimento bacteriano, respectivamente (Tabela 4,
Figura 5 e 6). As concentracdes obtidas de AIA, em nosso estudo, foram bastante

variadas, o que pode beneficiar culturas com diferentes exigéncias.

1,8 -
1,6 - y =0,0104x + 0,002

L R2=0,9892

1,2 1
1,0 -
0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -
0,0 - . . . .
0 50 100 150 200

Absorvancia (530 nm)

Producéo de AIA (pg/mL)

Figura 4. Curva padrdo para determinagdo da concentracdo de AIA no teste
colorimétrico.
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Tabela 4. Producdo de AIA (ug /mL) por bactérias endofiticas isoladas de raizes
saudaveis de mandioca, no periodo de 24 e 48 horas de crescimento bacteriano em meio
TSB, na presenca de triptofano.

Tratamento AlA (ug /mL)
24 horas 48 horas
Controle 0,00 a 0,00 a
Isolado 1Y 0,78 a 1,86 a
Isolado 5Y 2,64a 2,74 a
Isolado 7Y 0,30 a 161a
Isolado 8Y 10,90 b 17,39 ¢c
Isolado 15Y 0,98 a 3,26 b
Isolado 16Y 460b 14,70 c
Isolado 19Y 0,42 a 3,99b
Isolado 21Y 3,05b 3,10b
Isolado 23Y 19,61 c 60,54 e
Isolado 25Y 0,30 a 0,98 a
Isolado 26Y 0,30 a 0,67 a
Isolado 27Y 3,90b 9,68 ¢
Isolado 28Y 450b 8,85¢
Isolado 29Y 0,73 a 2,79 a
Isolado 30Y 0,88 a 155a
Isolado 2W 0,30 a 0,98 a
Isolado 3W 2,54 a 2,59a
Isolado 4W 15,00 ¢ 61,11 e
Isolado 5W 0,00 a 0,00 a
Isolado 8W 9,67c 41,50d
Isolado 10W 0,30 a 7,14 b

*As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo Teste
de Scott-Knott a 5% de probabilidade. *Isolados de bactéria endofitica obtidos de raiz
de mandioca amarela (Y-yellow) e branca (W-white).
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Isolados de bactéria endofitica de mandioca

Figura 5. Producédo de AIA pelas bactérias endofiticas de mandioca com 24 e 48 horas
de crescimento bacteriano em meio TSB, na presenca de triptofano. As barras
representam o erro padrdo. TSB: Caldo Triptona de Soja. *Isolados de bactéria
endofitica obtidos de raiz de mandioca amarela (Y-yellow) e branca (W-white).

,‘# - T o |
Controle BE 4W BE 23Y BE 8W

Figura 6. Maior producdo de AIA, no periodo de 48 horas de crescimento bacteriano
em meio TSB, na presenca de triptofano, pelos isolados de bactérias endofiticas 4W,
23Y e 8W de raizes sadias de mandioca, em comparacao ao tratamento controle.

2.3.3.2. Selecdo de bactérias endofiticas com potencial para solubilizar fosfato
inorgénico

2.3.3.2.1. Em meio NBRIP - Agar
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Dos vinte e um isolados de bactérias endofiticas testados, foram encontrados
apenas sete com a capacidade de solubilizar o fosfato inorgénico: 1Y, 7Y, 15Y, 16Y,
23Y, 25Y e 4W, que foi confirmada pela presenca de uma zona clara ao redor da
coldnia dos isolados de bactéria endofitica na placa de NBRIP-4gar do Instituto
Nacional de Pesquisa Botanica. Em relacdo ao indice de solubilizagéo, quatro isolados
apresentaram uma baixa capacidade de solubilizar o fosfato inorganico: 1Y, 15Y, 16Y e
25Y. Um isolado (7Y) apresentou uma média solubilizagdo de fosfato e dois isolados
23Y e 4W, apresentaram uma alta capacidade de solubilizar o fosfato inorgéanico
(Tabela 5, Figura 7).

Tabela 5. indice de solubilizacio formado pelos isolados de bactérias endofiticas de
mandioca, em meio NBRIP-agar, ap0s sete dias de incubagéo.

Tratamento Indice de solubilizacdo (mm) Capacidade de
solubilizacéo
Controle 0,00 -
Isolado 1Y 0,30 Baixa
Isolado 5Y 0,00 -
Isolado 7Y 2,70 Média
Isolado 8Y 0,00 -
Isolado 15Y 0,70 Baixa
Isolado 16Y 0,70 Baixa
Isolado 19Y 0,00 -
Isolado 21Y 0,00 -
Isolado 23Y 5,00 Alta
Isolado 25Y 1,00 Baixa
Isolado 26Y 0,00 -
Isolado 27Y 0,00 -
Isolado 28Y 0,00 -
Isolado 29Y 0,00 -
Isolado 30Y 0,00 -
Isolado 2W 0,00 -
Isolado 3W 0,00 -
Isolado 4W 5,70 Alta
Isolado 5W 0,00 -
Isolado 8W 0,00 -
Isolado 10W 0,00 -

*As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo Teste
de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Foram feitas 4 repeti¢cbes para cada isolado.
*1solados de bactéria endofitica obtidos de raiz de mandioca amarela (Y-yellow) e
branca (W-white).
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Figura 7. Halos de solubilizacdo formado pelos isolados de bactérias endofiticas 1Y,
7Y, 15Y, 16Y, 23Y, 25Y e 4W em meio NBRIP-agar apos 7 dias de incubacdo, em
relacdo ao controle. Foram feitas 4 repeticdes para cada isolado. *Isolados de bactéria
endofitica obtidos de raiz de mandioca amarela (Y-yellow) e branca (W-white).

2.3.3.2.2. Analise quantitativa da solubilizacdo de fosfato

A andlise da solubilizacdo de fosfato in vitro com os isolados de bactérias
endofiticas de mandioca foi realizada com o objetivo de selecionar aquelas que mais
solubilizam o fosfato insoltvel. Assim, foi feita uma curva padréo para quantificacdo do
P solavel a partir do fosfato de potassio monobéasico (KH,PO,) e as concentracdes

foram calculadas em pg/mL. Os experimentos foram realizados em triplicatas e o
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resultado positivo foi evidenciado pela diminuicdo da intensidade da cor azul. Os
resultados obtidos em absorvancia (valores de x) foram convertidos em concentracdo de
P (ug/mL) (y), por meio da equacdo y = 0,0182x + 0,2923 (Figura 8).

Na tabela 6 estdo apresentados os resultados da analise quantitativa em pg/mL,
da solubilizagcdo de fosfato em meio NBRIP nos periodos de 24, 72 e 120 horas de
cultivo dos isolados que apresentaram halos de solubilizacdo em meio NBRIP - &gar,
como 23Y, 4W, 1Y, 7Y, 15Y, 16Y e 25Y.

Apds 24 horas de crescimento bacteriano em meio NBRIP, a concentracédo de
fésforo soluvel presente no meio variou de 0,01 a 88,13 pg/mL entre os isolados, sendo
que os isolados 23Y e 4W, apresentaram as maiores concentracdes de fésforo soltvel
nesse periodo, com 84,79 e 88,13 ug/mL, respectivamente (Tabela 6).

No periodo de 72 horas de crescimento bacteriano em meio NBRIP, a
concentracdo de fosfato soluvel presente no meio variou de 0,12 a 79,69 pg/mL,
enquanto no periodo de 120 horas de crescimento bacteriano em meio NBRIP, a
concentracdo de fosfato solivel no meio testado variou de 0,12 a 67,0 pg/mL. Os
isolados 23Y e 4W também solubilizaram as maiores concentracfes de fosfato soltvel
nesses periodos de tempo (Tabela 6).

Assim, os isolados 4W e 23Y apresentaram a melhor atividade de solubilizagéo,
uma vez que apresentaram a maior concentracdo de fosfato solivel no meio de cultura
NBRIP desde a primeira avaliacdo, com 24 h apds o cultivo, mantendo esse padrdo em
72 he 120 h (Tabela 6, Figura 9).

Além disso, como se pode observar na tabela 6, no periodo de 24 horas 0s
isolados 23Y e 4W apresentaram 0s menores valores de pH de 3,97 e 3,98,
respectivamente, logo apresentaram os maiores valores de solubilizagéo de fosfato nesse
periodo de 84,79 e 88,13 pg/mL, respectivamente. Assim, pode-se dizer que a
acidificacdo do meio esta ligada ao aumento da solubilizacéo, pois os isolados 23Y e
4W tiveram a diminuicdo do pH em fungdo da liberacdo de &cidos organicos no meio

por essas bactérias (Tabela 6, Figura 9).
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Figura 8. Curva padrdo para determinacdo da concentragdo de fosforo soltvel (ug/mL)

produzido pelos isolados de bactérias endofiticas de mandioca em meio NBRIP.

Tabela 6. Solubilizacéo de fosfato (ug/mL) e pH do meio NBRIP, ap6s a inoculagdo de
isolados de bactérias endofiticas de mandioca em diferentes intervalos de tempos.

Tratamento  Concentracdo de fosfato solubilizado pH do meio NBRIP
(Mg/mL)

24 horas 72 horas 120 horas 24 72 120
horas horas horas
Controle 0,00 a 0,00 a 0,00 a 7,00 7,00 7,00
Isolado 23Y 84,79d 79,27 c 60,10 ¢ 3,97 4,45 5,95
Isolado 4W 88,13 d 79,69 c 67,00 c 3,98 4,52 5,562
Isolado 1Y 1450 c 0,12a 0,12 a 5,95 5,18 5,40
Isolado 7Y 0,18 a 0,18 a 0,12 a 6,73 6,88 6,91
Isolado 15Y 2,53b 0,15a 0,12 a 6,80 6,39 6,20
Isolado 16Y 0,01a 0,18 a 0,12 a 6,20 5,54 5,30
Isolado 25Y 0,18 a 2,45 b 2,30 b 6,04 5,15 5,00

*As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo Teste
de Scott-Knott a 5% de probabilidade. *Isolados de bactéria endofitica obtidos de raiz
de mandioca amarela (Y-yellow) e branca (W-white).
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Controle i 15Y
Figura 9. Concentracao de fosforo soltvel em pg/mL em meio NBRIP inoculado pelos
isolados de bactérias endofiticas de mandioca 4W, 1Y, 7Y, 15Y, 16Y, 23Y e 25Y apds
24 horas de cultivo, em relacdo ao tratamento controle. *Isolados de bactéria endofitica
obtidos de raiz de mandioca amarela (Y-yellow) e branca (W-white).

2.3.3.3. Producao de sideroforos

Os siderdforos produzidos pelos isolados de bactérias endofiticas sequestram e
complexa o Fe presente na solucdo CAS, liberando o corante, resultando em uma
mudanca da coloragdo do meio de cultura de azul para uma cor amarelo-alaranjado
(ALEXANDER; ZUBERER, 1991).

Foram usados dois meios de cultura pobres em ferro como o objetivo de induzir
a producdo de sideroforos pelos isolados de bactérias endofiticas de mandioca, como o
meio LB 2% e o meio TSB 0,6%. Foi realizado um “screening” de apenas nove isolados
de bactérias endofiticas.

Uma zona de halo amarelo-alaranjado foi observada na placa de agar cromo
azurol S, indicando que todos os nove isolados de bactérias endofiticas testados (2W,
3W, 4W, 5W, 10W, 7Y, 15Y, 16Y e 23Y) produziram sider6foros em meio LB a 2% e
apenas dois isolados (3W e 4W) produziram sideréforos em meio TSB a 0,6% (Figura
10). Com base nisso, 0 meio LB foi mais eficaz em induzir a producdo de siderdforos

pelos isolados de bactérias endofiticas testados (Figura 10).
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Meio LB : = ™ Meio 1/5 TSB

Figura 10. Deteccdo da producdo de sideréforos de nove isolados de bactérias
endofiticas de mandioca, testados em dois meios pobres em ferro: LB a 2% e meio TSB
a 0,6%, atraves de ensaios com reagente CAS (Cromo Azurol S). TSB: Caldo Triptona
de Soja. Controle negativo (CTRL-). *Isolados de bactéria endofitica obtidos de raiz de
mandioca amarela (Y-yellow) e branca (W-white).

2.3.4. Efeito dos isolados 23Y e 4W no crescimento de feijdo-caupi

Como os isolados 23Y e 4W apresentaram varias propriedades de promocéo de
crescimento de plantas, o efeito desses isolados no crescimento de plantas de feijao-
caupi foi avaliado, visto a importancia desta cultura no cenério agricola brasileiro.

As plantas de feijdo-caupi inoculadas com os isolados 23Y e 4W tinham folhas e
raizes bem desenvolvidas (Figura 11). Estes isolados aumentaram de forma significativa
0 comprimento das raizes, com incremento de 10,31% pelo isolado 23Y e de 32,38%
pelo isolado 4W, e incremento da parte aérea de 122% pelo isolado 23Y e de 150%
pelo isolado 4W, maiores que o controle (Tabela 7).

O peso fresco da parte aérea e da raiz dos isolados 4W e 23Y foi de,
respectivamente, 0,97 e 0,37 g, ndo se diferindo estatisticamente entre si, porém foram

significativamente diferentes e maiores que o controle (0,37 e 0,3 g, respectivamente).
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Na presenca destes isolados, as mudas de feijdo-caupi apresentaram maior biomassa
(Tabela 7).

O tratamento de sementes de feijao-caupi com os isolados 23Y e 4W melhorou
significativamente o crescimento de mudas de feijdo-caupi, tanto da raiz quanto da parte
aérea, mostrando que esse isolados exibiram efeitos promotores de crescimento em

mudas de feijdo-caupi (Tabela 7; Figura 11).

Tabela 7. Efeito da inoculacdo dos isolados de bactérias endofiticas 23Y e 4W nos
parametros de crescimento vegetativo de plantas de feijdo-caupi.

Tratamentos Comprimento  Comprimento da  Peso fresco da Peso fresco da
da raiz (cm) parte aérea (cm) raiz (g) parte aérea (g)
Controle 13,00 a 6,00 a 0,30 a 0,37 a
Isolado 23Y 14,34 b 13,33 b 0,37b 0,97 b
Isolado 4W 17,21 ¢ 15,00 ¢ 0,37b 0,97 b

*As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo Teste
de Scott-Knott a 5% de probabilidade. *Isolados de bactéria endofitica obtidos de raiz
de mandioca amarela (Y-yellow) e branca (W-white).
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Figura 11. Efeito da inoculagdo dos isolados de bactérias endofiticas 23Y e 4W na
parte aérea (A) e na raiz (B) de plantas de feijdo-caupi, em relacdo ao tratamento
controle. *Isolados de bactéria endofitica obtidos de raiz de mandioca amarela (Y-
yellow) e branca (W- white).
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2.3.5. Resposta do crescimento de plantas de mandioca a inoculagdo com bactérias

endofiticas

Os isolados 15Y, 16Y, 23Y e 4W apresentaram varias propriedades para a
promogéo do crescimento de plantas. Assim, o efeito destes isolados no crescimento de
plantas de mandioca foi avaliado testando dois métodos de inoculgdo: irrigacdo do
substrato e pulverizacdo foliar.

Quando utilizado o método de inoculagdo por irriga¢do, nés observamos que as
plantas de mandioca inoculadas com os isolados 15Y, 16Y, 23Y e 4W, apresentaram a
parte aérea e as raizes bem desenvolvidas (Figura 8A), mostrando que as plantas de
mandioca, inoculadas por estes isolados, apresentaram maior biomassa (Tabela 8).

No entanto, nas raizes, os isolados 23Y e 4W apresentaram os melhores
resultados, com um incremento de 29% maior, que o controle (Figura 12A, Tabela 8).
Na parte aérea, os isoados 16Y e 4W apresentaram os melhores resultados,
proporcionando um acréscimo de respectivamente, 56% e 50% maior que o controle.
Com base nos valores de matéria fresca total (MFT) e matéria seca total (MST), as
bactérias 16Y e 4W foram os melhores tratamentos, apresentando um aumento
significativo de, respectivamente, 81% e 76% para MFT e de 124,32% e 392% de MST
maiores, do que o controle (Tabela 8).

Por outro lado, quando utilizado o método de inoculacdo por pulverizagdo, nés
observamos que apenas as plantas de mandioca inoculadas com os isolados 15Y e 16Y
tinham as raizes e a parte aérea bem desenvolvida; com incremento em suas raizes de,
respectivamente, 29% e 41%, e na parte aérea de, respectivamente, 81% e 58%, maiores
que o controle (Figura 8B). Além disso, estes isolados apresentaram 0s maiores valores
para 0 peso de materia fresca total (MFT), com incremento de, respectivamente, 49% e
41%, maior que o controle (Tabela 9).

No entanto, os tratamentos com os isolados 23Y e 4W ndo aumentou o
comprimento da raiz, apenas da parte aérea dessas plantas apresentando um incremento
de, respectivamente, 31% e 39%, maiores que o controle (Tabela 9).

Em relacdo a matéria seca total (MST), os isolados 15Y, 16Y e 4W ndo se
diferiram estatisticamente entre si, apresentando um incremento da MST de 88% maior
que o controle (Tabela 9).
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Tabela 8. Efeito da inoculacdo de isolados de bactérias endofiticas na promoc¢édo de
crescimento de plantas de mandioca, utilizando o método de inoculag&o por irrigagdo do

substrato.
Tratamento Comprimento Comprimento MFR MFPA MFT MSR MSPA MST
daraiz (cm) da pfzrte ;:Iérea (9) (9) (9) (9) (9) (9)
cm
Controle 24,00 a 17,00 a 064a 188a 252a 0,08a 0,29a 0,37a
Isolado 15Y 27,25¢ 20,50 b 1,46d 261lc 4,07c 0,13c 048c 061c
Isolado 16Y 25,00 b 26,50 e 1,35¢ 3,20e 455e 0,14d 0,69e 0,83d
Isolado 23Y 31,00d 21,00c 092b 250b 342b 0,11b 043b 054b
Isolado 4W 31,00d 25,50 d 163e 280d 443d 1,15e 0,67d 182e

Matéria Fresca da Raiz (MFR); Matéria Fresca da Parte Aérea (MFPA); Matéria Fresca
Total (MFT); Matéria Seca da Raiz (MSR); Matéria Seca da Parte Aérera (MSPA) e
Matéria Seca Total (MST). *As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. *Isolados de
bactéria endofitica obtidos de raiz de mandioca amarela (Y-yellow) e branca (W-white).

Tabela 9. Efeito da inoculagdo de isolados de bactérias endofiticas na promocdo de
crescimento de plantas de mandioca, utilizando o método de inoculacdo por
pulverizacdo da parte aérea das plantas.

Tratamento Comprimento Comprimento MFR MFPA MFT MSR MSPA MST
daraiz (cm) da pa(rte )aérea (9) (9) (9) (9) (9) (9)
cm
Controle 22,00 a 20,25 a 150a 2,80a 4,30a 0,15a 0,37a 0,52a
Isolado 15Y 28,50 b 36,75 e 1,90¢ 450e 64e 017b 08lc 0,98c
Isolado 16Y 31,00 c 32,00d 235d 390d 6,06d 021c 0,77b 098¢
Isolado 23Y 22,00 a 26,50 b 1,80b 3,00b 480b 0,17b 037a 054b
Isolado 4W 22,00 a 28,25 ¢ 180b 3,70c 5,72c 0,17b 08lc 098c

Matéria Fresca da Raiz (MFR); Matéria Fresca da Parte Aérea (MFPA); Matéria Fresca
Total (MFT); Matéria Seca da Raiz (MSR); Matéria Seca da Parte Aérera (MSPA) e
Matéria Seca Total (MST). *As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Controle

Controle

Figura 12. Efeito da inoculacdo, irrigacdo do substrato (A) e pulverizacdo foliar (B),
dos isolados de bactérias endofiticas 15Y, 16Y, 23Y e 4W em relacdo ao tratamento
controle. *Isolados de bactéria endofitica obtidos de raiz de mandioca amarela (Y-
yellow) e branca (W-white).

2.3.7 Identificacdo molecular dos isolados de bactérias endofiticas selecionadas

Na tabela 10 constam os dados da analise comparativa de sequéncias parciais do
gene 16S rRNA das bactérias endofiticas isoladas de raizes sadias de mandioca com
sequéncias contidas em bancos de dados do NCBI. De acordo com esta analise
comparativa, os resultados encontrados neste trabalho mostraram alta homologia com
sequéncias do gene 16S rRNA de varias bactérias conhecidas. Assim, a analise mostrou

que os oito isolados endofiticos pertenciam a dois géneros: Bacillus e Klebsiella, como
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mostrado na tabela 10, sendo que o género Bacillus foi encontrado com maior

frequéncia em raizes de mandioca.

Os isolados 4W, 23Y e 16Y apresentaram 98,23%, 97,66% e 99,35% de
similaridade com a espécie Bacillus aryabhattai cepa B8W22 (NR11595.3). 15Y
apresentou 98,48% de similaridade com Bacillus cereus cepa CCM 2010 (NR115714).
19Y e 21Y apresentaram similaridade de 99,12% e 99,47% com Bacillus velezensis
cepa FZB42 (NR075005.2) e 26Y e 29Y apresentaram 98,95% e 99,48% de
similaridade com Klebsiella pneumoniae cepa DSM 30104 (NR117686.1),

respectivamente (Tabela 10).

Tabela 10. Anélise comparativa de sequéncias parciais do gene 16S rRNA (fragmentos
de aproximadamente 1500 pares de bases) de bactérias endofiticas isoladas de raizes
saudaveis de mandioca com sequéncias contidas em bancos de dados no NCBI.

Isolados  Gene 16S Identificacdo mais proxima no banco de dados NCBI* IS E-
rRNA (pb) (%)**  value***
29Y 960 Klebsiella pneumoniae strain DSM 30104 (NR117686.1) 99,48 0.0
21Y 960 Bacillus velezensis strain FZB42 (NR075005.2) 99,47 0.0
16Y 960 Bacillus aryabhattai strain BBW22 (NR11595.3) 99,35 0.0
19Y 960 Bacillus velezensis strain FZB42 (NR075005.2) 99,12 0.0
26Y 960 Klebsiella pneumoniae strain DSM 30104 (NR117686.1) 98,95 0.0
15Y 960 Bacillus cereus strain CCM 2010 (NR11571.4) 98,48 0.0
4W 960 Bacillus aryabhattai B8W22 (NR11595.3) 98,23 0.0
23Y 960 Bacillus aryabhattai strain BBW22 (NR11595.3) 97,66 0.0

*National Center for Biotechonology Information (NCBI); ** Indice de Similaridade
(IS): 0-100%; ***O valor de E-value sugere que quanto mais préximo de zero, mais
confiavel é o alinhamento das sequéncias. *Isolados de bactéria endofitica obtidos de
raiz de mandioca amarela (Y-yellow) e branca (W-white).

2.4. DISCUSSAO

A mandioca é uma cultura de grande importancia para agricultura brasileira e
mundial, no entanto a sua produgdo vem sendo ameacada por algumas doencas. Neste
estudo, foi identificado bactérias endofiticas associadas a raizes de mandioca com
potencial para promover o crescimento de plantas e para controlar Phytopythium sp.,
que causa a doenca da podriddo mole em raizes de mandioca na regido amazénica,

destruindo inumeros mandiocais, e consequentemente, causando uma queda progressiva

58



na producdo agricola, afetando, assim, a economia brasileira. O uso de BPCPs fornece
uma das estratégias de controle mais eficientes na agricultura. Neste estudo, foram
isolados vinte e uma bactérias endofiticas de raizes sadias de mandioca, sendo que
destes, seis isolados identificados como B. velezensis cepa FZB42 (19Y e 21Y), B.
aryabhattai cepa B8W22 (23Y e 4W) e K. pneumoniae cepa DSM 30104 (26Y e 29Y)
apresentaram forte antagonismo & Phytopythium sp. O isolado 21Y (B. velezensis cepa

FZB42) apresentou a maior inibicéo, de 60,7% deste fitopatdgeno.

Vérias espécies de Bacillus tém sido muito utilizadas no controle bioldgico de
diversas doencas de plantas. Como por exemplo, em um estudo recente de Cheffi et al.
(2019) identificaram em seu trabalho uma cepa de Bacillus velezensis OEEL, isolada de
raizes de Olea europaea, com forte atividade inibitéria contra fitopatdgenos oomicetos e
fungos. Os autores observaram, em seu trabalho, que esta cepa foi capaz de inibir o
crescimento de Fusarium solani em 82,42%. Além disso, a estirpe OEE1 mostrou
varios graus de inibicdo dos fitopatdgenos estudados, sendo que a porcentagem de
inibicdo variou de 40 a 75% com os oomicetos, do género Phytophthora, e de 25 a 40%
em Pythium e Phytopythium. Até o momento, B. velezensis foi relatado promovendo o
crescimento de plantas (MENG et al., 2016), controlando fitopatogenos (CHEFFI et al.,
2019; CUI et al., 2020) e como poluentes degradantes (BAFANA et al., 2008). Em um
estudo recente foi relatado que B. aryabhattai pode atuar no biocontrole de nematoides
(ZHAO et al., 2020) e na promog¢do do crescimento de plantas (KAVAMURA et al.,
2013; SHEN et al., 2019).

Bactérias do género Klebsiella, sdo endéfitos comuns de plantas (DONG et al.,
2003) e tem sido encontradas no interior de plantas de milho, trigo, videira, arroz e
também de mandioca (BELL et al., 1995; ELBELTAGY et al., 2000; CHELIUS &
TRIPLETT, 2000; TEIXEIRA et al, 2007; DE MELO et al., 2009). Além disso, foi
relatado que a bactéria K. pneumoniae protege o arroz da queima da bainha, causada
por Rhizoctonia solani (JI et al., 2014), atua no biocontrole de nematdides (LIU et al.,
2018) e promove o crescimento das plantas através da fixacdo de nitrogénio (INIGUEZ
et al., 2004), producéo de acido indol acético (SACHDEV et al., 2009), sideréforos e
solubilizacéo de fosfato (JI et al., 2004).

O tratamento de sementes de feijdo-caupi com B. aryabhattai cepa B8W22

(isolados 23Y e 4W) melhorou significativamente o crescimento de mudas de feijao-
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caupi, e além disso, estes isolados quando irrigados no substrato apresentaram efeitos
promotores de crescimento em plantas de mandioca, principalmente o da raiz.

Os tratamentos com os isolados 15Y (B. cereus) e 16Y (B. aryabhattai)
melhoraram de forma significativa o crescimento em plantas de mandioca, utilizando os
dois métodos de inoculacdo testados: irrigacdo do substrato e pulverizagdo foliar. No
entanto, 0 método de inoculacdo via pulverizacdo foliar foi mais eficiente para estes
isolados, os quais apresentaram um maior incremento da raiz e principalmente da parte
aérea de plantas de mandioca inoculadas por estes isolados. A forma como as bactérias
endofiticas colonizam a planta vem sendo fonte de estudo visando entender se o local de
inoculacéo afeta, e como afeta, a eficiéncia da associagdo microrganismo / planta.

Varios mecanismos podem contribuir para o aumento da biomassa de plantas
inoculadas por BPCPs. Os dados do nosso estudo mostraram que estes isolados
produziram AIA, em meio de TS suplementado com o aminodcido L-triptofano. B.
aryabhattai é conhecido por sua capacidade de produzir AIA e fixar nitrogénio
(KARTHIK et al., 2017; SHEN et al., 2019). Quando B. aryabhattai foi aplicado em
arroz, aumentou o seu crescimento (SHEN et al., 2019). Além disso, alguns estudos
relatam que este microrganismo é conhecido por sua utilizacéo na tolerancia ao estresse
contra a seca e alta temperatura de plantas (PARK et al., 2017; LEE et al., 2018; SHEN
et al., 2019). As raizes de feijdo-caupi e mandioca tratadas com B. aryabhattai cepa
B8W22 (23Y e 4W) foram maiores que as do controle. As BPCPs afetam a morfologia
radicular, aumentando a &rea de superficie das raizes (LARRABURU et al., 2007;
WANG et al., 2015) e o peso (ISLAM et al., 2016; SINGH et al., 2017), melhorando a
absorcdo de agua e nutrientes do solo. O fésforo também é um elemento essencial para
as plantas. B. aryabhattai (23Y e 4W) pode converter o fosfato tricalcico em uma
forma que esteja disponivel para as plantas. Alguns estudos, como o de Figueiredo et al.
(2017) que caracterizaram cento e quinze isolados de bactérias endofiticas de plantas de
milho quanto a sua eficiéncia de solubilizar o fosfato em meio NBRIP-4agar, observaram
gue a maioria das espécies endofiticas pertencentes ao género Bacillus foram as mais
eficientes em solubilizar o fosfato de calcio. No trabalho de Zhang et al. (2018),
isolaram 57 endofitos de plantas de gengibre, e eles observaram que os endofitos do
género de Bacilus sp. apresentavam uma solubilizacdo do fosforo inferior a 100 pg/mL,

assim como observado em nosso trabalho. O estudo de bactérias solubilizadoras de
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fosfato de célcio é de extrema importancia, ja que pode fornecer a quantidade de fosforo
requerida pela planta. B. aryabhattai cepa B8W22 (23Y e 4W) também produziu
sider6foros, que inibem o crescimento de fitopatégenos quelando o Fe*® e agem também
como um dos principais determinantes da resisténcia sistémica induzida (ISR)
(RAMAMOORTHY et al., 2001). Nossos dados indicaram que as cepas de B.
aryabhattai B8W22 (23Y e 4W) produziram AlA, sideroforos e solubilizaram o fosfato
de célcio, mostrando que estes isolados podem fornecem uma nutricdo adicional as
plantas e esta nutricdo pode ser uma razdo pela qual as plantas de feijdo-caupi e
mandioca, tratadas com estes isolados, apresentaram maior biomassa e resisténcia a
Phytopythium sp., sugerindo a sua utilidade como bioinoculante.

Este estudo é o primeiro a relatar o potencial de cepas de B. velezensis cepa
FZB42 (19Y e 21Y), K. pneumoniae cepa DSM 30104 (26Y e 29Y) e B. aryabhattai
cepa B8W22 (23Y e 4W) como agente de biocontrole para controlar a podriddo mole

em raizes de mandioca na Amazonia Oriental.
2.5. CONCLUSAO

Nossos resultados mostram que plantas de mandioca cultivadas na Amazonia
Oriental apresentam interacdo com bactérias endofiticas em suas raizes, do género
Bacillus e Klebsiella, sendo descrito, pela primeira vez, em nosso estudo, o isolamento
de duas espécies como endofiticas de mandioca: B. aryabhattai cepa B8W22 e B.

velezensis cepa FZB42.

Os isolados 23Y e 4W (B. aryabhattai cepa B8W22) apresentaram propriedades
notaveis para promover o crescimento de plantas, e quando inoculados promoveram o
crescimento em plantas de mandioca e feijdo-caupi, sugerindo sua utilidade como

bioinoculante.

Este estudo é o primeiro a relatar o potencial de seis isolados de bactérias
endofiticas: B. aryabhattai cepa BBW22 (23Y e 4W), B. velezensis cepa FZB42 (19Y e
21Y) e K. pneumoniae cepa DSM 30104 (26Y e 29Y) no biocontrole de Phytopythium

sp., responsavel pela podriddao mole em raizes de mandioca na Amaz6nia Oriental.
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RESUMO
A bacteriose da mandioca, causada por Xanthomonas axonopodis pv. manihotis, &€ uma
das doencas mais importantes da cultura, que pode levar a morte das plantas. O objetivo
deste trabalho foi selecionar as bactérias endofiticas de raizes saudaveis de mandioca
com potencial para inibir X. axonopodis pv. manihotis, in vitro. Na sequéncia, avaliou-
se por meio de dois ensaios, em casa de vegetagéo, o efeito dos isolados 16Y, 23Y, 4W
(Bacillus aryabhattai), 15Y (B. cereus), 26Y e 29Y (Klebsiella pneumoniae) na reducao
da severidade da bacteriose da mandioca, utilizando dois métodos de inoculagéo:
irrigacdo do substrato e pulverizacdo da parte aérea da planta. A severidade foi
quantificada a partir das observacdes das lesdes nos tecidos foliares com o emprego de
escala diagramatica. Dois isolados (26Y e 29Y) inibiram X. axonopodis pv. manihotis,
in vitro. Todos os isolados reduziram significativamente a severidade da bacteriose da
mandioca, quando previamente irrigados no substrato e apenas os isolados 15Y, 16Y,
26Y e 29Y promoveram uma reducdo significativa da severidade da bacteriose, quando
previamente pulverizados nas folhas de mandioca. Este estudo é o primeiro a relatar o
potencial de bactérias endofiticas como agentes de biocontrole para a bacteriose de
mandioca na Amazonia Oriental
Palavras-chave: Bactérias endofiticas; Bacillus aryabhattai; Klebsiella pneumoniae;
Bacteriose da mandioca; Biocontrole, Inoculagao.
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ABSTRACT
Cassava bacteriosis, caused by Xanthomonas axonopodis pv. manihotis, is one of the

most important diseases in the crop, which can lead to the death of plants. The objective
of this work was to select the endophytic bacteria from healthy cassava roots with the
potential to inhibit X. axonopodis pv. manihotis, in vitro. Then, the effect of isolates
16Y, 23Y, 4W (Bacillus aryabhattai), 15Y (B. cereus), 26Y and 29Y (Klebsiella
pneumoniae) was evaluated by means of two trials in a greenhouse. Severity of cassava
bacteriosis, using two inoculation methods: irrigation of the substrate and spraying of
the aerial part of the plant. Severity was quantified from the observation of lesions in
leaf tissues using a diagrammatic scale. Two isolates (26Y and 29Y) inhibited X.
axonopodis pv. manihotis, in vitro. All isolates significantly reduced the severity of
cassava bacteriosis, when previously irrigated in the substrate. Only isolates 15Y, 16Y,
26Y and 29Y promoted a significant reduction in the severity of bacteriosis, when
previously sprayed on cassava leaves. This study is the first to report the potential of

endophytic bacteria as biocontrol agents for cassava bacteriosis in the Eastern Amazon

Key words: Endophytic bactéria; Bacillus aryabhattai; Klebsiella pneumoniae;

Cassava bacteriosis; Biocontrol; Inoculation.
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3.1. INTRODUCAO

A mandioca é uma das culturas mais importantes na Africa, Asia e América
Latina, onde milhdes de pessoas dependem de suas raizes de armazenamento de amido
como sua principal fonte de energia (PARMAR et al., 2017). No Brasil, a mandioca é
cultivada em todas as regides; no entanto, em determinadas condi¢cdes ambientais e
dependendo da susceptibilidade da variedade ou cultivar, vem sendo severamente
afetada pela bacteriose, causada por X. axonopodis pv. manihotis (LOPEZ & BERNAL,
2012). Em ataques severos, pode ocorrer a destruicao de parte aérea da planta e reducdo
na producéo de suas raizes (ALMEIDA et al., 2009).

No Brasil, a doenga encontra-se mais expressiva nas regides Sul, Sudeste e
Centro-Oeste, onde pode possuir carater altamente destrutivo. No estado do Par, a
bacteriose estd presente nos municipios de Acard, Ananindeua, Capanema, Capitdo
Poco, Castanhal, lgarapé-Acu, Moju, Santa Isabel do Para, Sdo Francisco do Pard e
Tracuateua, onde apenas os sintomas foliares da doenca foram encontrados (ISHIDA et
al., 2016).

Devido a sua répida propagacdo, dificuldades de manejo, problemas com
controle quimico e severidade das perdas das plantacdes afetadas, X. axonopodis pv.
manihotis € um obstaculo dificil para a agricultura em todo o mundo (MARIN et al.,
2019).

Uma alternativa mais sustentavel para combater essa doenca é o controle de X.
axonopodis pv. manihotis por microrganismos endofiticos, direta ou indiretamente,
através do uso de seus metabolitos secundarios envolvidos no biocontrole (TEOTIA et
al., 2017; MARIN et al., 2019). Microrganismos endofiticos, como fungos e bactérias,
existem no interior de tecidos vegetais sem causar sintomas de doencas para as plantas
hospedeiras (HALLMANN et al., 1997). Muitas bactérias endofiticas foram relatadas
como agentes eficazes no biocontrole de fitopatégenos (NASCIMENTO et al., 2015;
SOARES et al., 2016; DAUNGFU et al., 2019). Assim, as bactérias endofiticas habitam
um nicho ecoldgico semelhante aqueles ocupados por fitopatdgenos, podendo controla-
los por competicdo de nutrientes, producdo de substancias antibidticas, parasitando o
patdgeno ou mesmo induzindo a planta a desenvolver resisténcia as doengas
(HALLMANN et al., 1997; HOLTSMARK et al., 2008).
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O mecanismo mais importante no controle biolégico de doengas pelos endofitos
¢ a inducdo a resisténcia sistémica (ISR). Este tipo de mecanismo pode ser
sistematicamente induzido pela presenca de microrganismos benéficos que colonizam o
sistema radicular das plantas, principalmente por bactérias promotoras do crescimento
(BPCPs) (PIETERSE et al., 2014). Neste tipo de mecanismo ndo h& a provocacdo de
necrose e € mediado pelas rotas do &cido jasmonico (AJ) e etileno (ET) (PIETERSE et
al., 2014; VRYZAS, 2016).

O estudo da resisténcia de plantas induzidas por bactérias endofiticas, para o
controle de doencas, tem mostrado resultados promissores em varias culturas como em
arroz (CHITHRASHREE et al.,, 2011), pimenta (CHOI et al.,, 2014) e tomate
(HYAKUMACHI et al., 2013); e contra fungos, bactérias, virus e nematdides (JI et al.,
2014; LIU et al., 2018). Além do fator ambiental, com a utilizacdo de produtos menos
toxicos ao meio ambiente, a protecdo contra fitopatogenos faz da resisténcia induzida
uma opcéao adicional ao agricultor (ISHIDA et al., 2008).

Assim, face a importancia da cultura da mandioca para o estado do Para e
considerando que a bacteriose da mandioca vem comprometendo a sua sobrevivéncia,
este trabalho tem como objetivo avaliar o efeito das bactérias endofiticas no crescimento
in vitro de X. axonopodis pv. manihotis e no controle da bacteriose da mandioca em

casa de vegetacao.
3.2. MATERIAL E METODOS
3.2.1. Origem e preservagao de X. axonopodis pv. manihotis

O isolado de X. axonopodis pv. manihotis P225, proveniente do municipio de
Moju, Estado do Para, utilizado no presente trabalho, pertence ao Laboratorio de
Fitopatologia da Embrapa Amazénia Oriental. Para a realizacdo do experimento, o

isolado foi repicado para o meio de cultura MB1 (KADO & HESKETT, 1970) pelo

método de estrias paralelas e incubados a 28°C, por 48 horas.
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3.2.2. Efeito in vitro dos isolados de bactérias endofiticas de mandioca sobre o

crescimento de X. axonopodis pv. manihotis

Neste ensaio, foram testados vinte e um isolados de bactérias endofiticas, obtidas
do tecido interno das raizes saudaveis de mandioca amarela e branca contra o isolado de
bactéria fitopatogénica X. axonopodis pv. manihotis. O teste de antagonismo baseou-se
na metodologia de Mariano et al. (2016).

A bactéria fitopatogénica foi repicada para placas de Petri contendo meio de
cultura MB1 (KADO & HESKETT, 1970) e foram incubadas a 28°C/48 horas. Apos 0
periodo de incubacdo, foi preparada uma suspensdo bacteriana de X. axonopodis pv.
manihotis com concentracdo ajustada em espectrofotdmetro para DOgy = 0,3 contendo
10® UFC/mL, onde 0,1 mL foi espalhado com o auxilio de uma alca de drigalski em
placas contendo o meio de cultura MB1. Em seguida, foi colocado nessas placas, em
quatro pontos equidistantes, discos de papel filtro esterilizados contendo 10 pL da
suspensdo bacteriana endofitica a ser testada com a concentracdo ja ajustada para
DOs70nm = 0,52 (MARIANO et al., 2016) contendo 2 x 10° UFC/mL. No tratamento
controle foi colocado apenas discos de papel filtro esterilizados contendo solucdo salina
a 0,8%. Apo6s 48 horas foi feita a avaliacdo pela medicdo do halo de inibi¢do, quando
presente.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com
quatro repeticdes por tratamento, e as médias foram submetidas a analise de variancia,
sendo que as médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de

significancia.

3.2.3. Bactérias endofiticas com potencial para controlar a bacteriose da mandioca

em casa de vegetacao

Nos experimentos foram utilizadas plantas obtidas a partir de estacas sadias de
mandioca do acesso Milagrosa alta 11, provenientes do Banco Ativo de Germoplasma
(BAG) da Embrapa Amazonia Oriental. As manivas foram plantadas em vasos de seis

litros de capacidade contendo substrato de fibra de coco estéril. As mesmas foram
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dispostas em bancadas e mantidas em casa de vegetacdo. Apos a emergéncia, as plantas
foram regadas com 100 mL de solucdo nutritiva segundo Murashige & Skoog (1962).

Para o preparo da suspensdo bacteriana dos isolados de bactérias endofiticas de
mandioca a serem testadas: 16Y, 23Y, 4W (Bacillus aryabhattai), 15Y (B. cereus), 26Y
e 29Y (Klebsiella pneumoniae), as coldnias bacterianas foram diluidas em solucédo
salina a 0,8% e a concentracéo ajustada para DOs7gnm= 0,52 contendo 2 x 10° UFC / mL
(MARIANO et al., 2016). Foram testados dois métodos de inoculacdo para as bactérias
endofiticas: irrigacdo do substrato e pulverizacdo da parte aérea da planta. As
inoculagbes com as bactérias endofiticas foram realizadas uma semana antes da
inoculagdo do fitopatdgeno com 100 mL da suspensdo bacteriana. As bactérias
endofiticas foram inoculadas uma semana antes em plantas de mandioca, para que elas
pudessem se estabelecer e iniciar a colonizacao.

A inoculagdo de X. axonopodis pv. manihotis foi realizada pulverizando-se as
folhas das plantas de mandioca utilizando uma suspenséo bacteriana com concentracéo
ajustada em espectrofotdmetro para DOgyp=0,3 contendo 10 UFC / mL. Com isso, as
copas das plantas de mandioca foram pulverizadas até o ponto de escorrimento. Foi
utilizada também uma testemunha inoculada apenas com o fitopatdgeno. As plantas
foram mantidas em casa de vegetacao.

As avaliacdes foram realizadas com 2, 5, 7, 9, 12 e 14 dias apds a inoculagédo
com o fitopatdgeno, através da determinacdo da severidade da doenca, utilizando-se
uma escala de notas de Azevedo (1977), com notas variando de 1 a 60% (Figura 13), os
quais indicam os niveis de severidade da doenca. Os valores obtidos de severidade
serviram de base para o célculo da &rea abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD), proposta por Shaner & Finney (1977). O experimento foi inteiramente
casualizado e os tratamentos foram organizados em esquema fatorial (7 x 2), sendo seis
isolados endofiticos e um controle inoculado apenas com o fitopatdgeno; e dois
métodos de inoculagdo: irrigacdo e pulverizagdo, com quatro repeti¢cbes. Os dados do
ensaio foram submetidos a andlise da varidncia, com uso do programa SISVAR
(FERREIRA, 2000). Os efeitos dos tratamentos foram comparados pelo teste de Scott-
Knott ao nivel de 5% de probabilidade. Os dados obtidos pela comparacdo com o

tratamento controle servirdo para a escolha dos melhores antagonistas.
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Figura 13. Escala diagramatica para a determinacdo da severidade da mancha angular
do feijoeiro, usada para quantificar a bacteriose em plantas de mandioca, causada por X.
axonopodis pv. manihotis, indicando niveis de 1, 5, 10, 20, 40 e 60% de severidade da
doenca. Fonte: Azevedo (1997).

3.3. RESULTADOS

3.3.1. Efeito in vitro dos isolados de bactérias endofiticas de mandioca sobre X.

axonopodis pv. manihotis

De acordo com 0s nossos resultados, verificou-se que dos vinte e um isolados de
bactérias endofiticas testados, apenas dois, no caso 26Y e 29Y (K. pneumoniae),
apresentou efeito inibidor sobre X. axonopodis pv. manihotis, apresentando halos de
inibicdo de 19,31 e 8,85 mm, respectivamente (Tabela 11, Figura 14 e 15), indicando
que esses isolados possuem potencial para uso no controle bioldgico da bacteriose da

mandioca.

75



Tabela 11. Média dos halos de inibicdo formada pelos isolados de bactérias endofiticas
de mandioca in vitro & X. axonopodis pv. manihotis.

Tratamento Halos de Inibicdo  Médias dos Halos de inibigdo (mm)
Controle - Oa
Isolado 1Y - Oa
Isolado 5Y - Oa
Isolado 7Y - Oa
Isolado 8Y - Oa
Isolado 15Y (B. cereus) - O0a
Isolado 16Y (B. aryabhattai) - O0a
Isolado 19Y (B. velezensis) - Oa
Isolado 21Y (B. velezensis) - Oa
Isolado 23Y (B. aryabhattai) - O0a
Isolado 25Y - Oa
Isolado 26Y (K. pneumoniae) + 19,31 ¢
Isolado 27Y - Oa
Isolado 28Y - Oa
Isolado 29Y (K. pneumoniae) + 8,85b
Isolado 30Y - Oa
Isolado 2W - Oa
Isolado 3W - Oa
Isolado 4W (B. aryabhattai) - O0a
Isolado 5W - Oa
Isolado 8W - Oa
Isolado 10W - Oa

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de
Scott Knott, em nivel de 5% de significancia. (+): Presenca de halo de inibicdo; (-):
Auséncia de halo de inibicdo. * Isolados de bactéria endofitica obtidos de raiz de
mandioca amarela (Y-yellow) e branca (W-white).
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Figura 14. Efeito dos isolados de bactérias endofiticas sobre o crescimento in vitro de
X. axonopodis pv. manihotis. Foram realizadas quatro repeti¢ces para cada tratamento.
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Controle (CTRL). *Isolados de bactéria endofitica obtidos de raiz de mandioca amarela
(Y-yellow) e branca (W-white).

Figura 15. Isolados de bactérias endofiticas 26Y e 29Y, identificados como K.
pneumoniae cepa DSM 30104, inibindo o crescimento de X. axonopodis pv. manihotis,
in vitro, em relacdo ao controle (sem halo de inibicdo). *Isolados de bactéria endofitica
obtidos de raiz de mandioca amarela (Y-yellow) e branca (W-white).

3.3.2. Bactérias endofiticas no controle de X. axonopodis pv. manihotis, em casa de

vegetacao

Para este experimento, foram testados os isolados 26Y e 29Y (K. pneumoniae)
que apresentaram efeito inibidor sobre X. axonopodis pv. manihotis; e quatro isolados
15Y (B. cereus), 16Y, 23Y e 4W (B. aryabhattai) que apresentaram boas caracteristicas
de propriedades promotoras de crescimento de plantas.

Na tabela 12, nés podemos observar que quando utilizado o método de
inoculagdo por irrigacdo do substrato, os seis isolados de bactérias endofiticas testados
reduziram a severidade da bacteriose da mandioca, diferindo significativamente do
tratamento controle. No entanto, destacaram-se os isolados 15Y (B. cereus), 23Y, 4W
(B. aryahattai), 26Y e 29Y (K. pneumoniae), 0s quais proporcionaram controle acima

de 40%, em relacdo ao tratamento controle (Tabela 12, Figura 16A).
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No entanto, quando utilizado o método de inoculagdo por pulverizacdo da parte
aérea da planta, dos seis isolados de bactérias endofiticas testados, apenas quatro
reduziram a severidade da bacteriose, diferindo significativamente do tratamento
controle. No entanto, destacaram-se os isolados 15Y (B. cereus), 26Y e 29Y (K.
pneumoniae), 0s quais proporcionaram controle acima de 40%, em relagdo ao
tratamento controle (Tabela 12, Figura 16B). Por outro lado, os tratamentos com 0s
isolados 23Y e 4W (B. aryabhattai) ndo foram eficaz no controle desta doenca,

utilizando este tipo de inoculacdo (Tabela 12, Figura 16B).

Tabela 12. Efeito de seis isolados de bactérias endofiticas, na reducdo de sintomas da
bacteriose da mandioca, em casa de vegetacdo, utilizando dois métodos de inoculag&o:
irrigacao do substrato e pulverizacao foliar.

Tratamentos AACPD* Porcentagem de controle em
relacdo a testemunha
Irrigacdo  Pulverizacdo  Irrigacédo Pulverizacao

15Y (B. cereus) 14230c 87,35Db 41,90 42,31
16Y (B. aryabhattai) = 180,80c 116,70 c 26,19 23,08
23Y (B. aryabhattai) 93,33Db 151,60 d 61,90 0,00
4W (B. aryabhattai)  70,95b  151,70d 70,95 0,00
26Y (K. pneumoniae) 1,75a 15,18 a 99,52 90,00
29Y (K. pneumoniae) 1,75a 12,83 a 99,52 91,54
Controle 24500d 151,80d 0,00 0,00
C.V. 41,18 11,52 - -

LAACPD- 4rea abaixo da curva do progresso da doenca. *Médias seguidas por letras
distintas nas colunas diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
*Isolados de bactéria endofitica obtidos de raiz de mandioca amarela (Y-yellow) e
branca (W-white).
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Controle 15Y (B. cereus) 16Y (B. aryabhattai) 23Y (B. aryabhattai)

Controle 15Y (B. cereus) 16Y (B. aryabhattai) 23Y (B. aryabhattai)

. 8 o 2 e :
26Y (K. pneumoniae) 29Y (K. pneumoniae) 4W (B. aryabhattai)

Figura 16. Controle bioldgico de X. axonopodis pv. manihotis por bactérias endofiticas
de raizes sadias de mandioca. Foram utilizados dois métodos de inoculacdo: (A)
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Irrigacdo do substrato e (B) Pulverizagéo foliar. *Isolados de bactéria endofitica obtidos
de raiz de mandioca amarela (Y-Yellow) e branca (W-White).

3.4. DISCUSSAO

A mandioca é cultivada em todas as regifes do Brasil, assumindo grande
importancia na alimentagdo humana e animal. A bacteriose causada por X. axonopodis
pv. manihotis € uma das doenc¢as mais importante da cultura que pode levar a morte das
plantas. O uso de bactérias endofiticas € uma das estratégias de controle de
fitopatdgenos mais eficientes na agricultura atual (CIANCIO et al., 2019).

Os dados coletados em nosso trabalho demonstraram que dois isolados de
bactérias endofiticas, 26Y e 29Y (K. pneumoniae), apresentaram forte atividade
antagonista in vitro contra X. axonopodis pv. manihotis, agente causal da bacteriose em
mandioca, e o seu potencial contra esse fitopatdgeno foi confirmado na planta.

Foram testados dois métodos de inoculacdo, irrigacdo do substrato e
pulverizacdo foliar, para os isolados de bactérias endofiticas: 15Y (B. cereus), 16Y,
23Y, 4W (B. aryabhattai), 26Y e 29Y (K. pneumoniae), com o objetivo de conhecer a
melhor forma de colonizacdo dessas bactérias na planta de mandioca. N6s observamos
que os isolados 26Y e 29Y (K. pneumoniae), se destacaram nos dois métodos de
inoculacdo testados, os quais proporcionaram controle da bacteriose acima de 90%, em
relacdo ao tratamento controle, mostrando que a reducéo da severidade da bacteriose em
plantas de mandioca, proporcionadas por estes isolados, foi obtida por antagonismo
direto.

Por outro lado, os isolados 15Y (B. cereus), 16Y, 23Y e 4W (B. aryabhattai) ndo
apresentaram efeito inibidor, in vitro, sobre X. axonopodis pv. manihotis, no entanto,
reduziram a severidade da bacteriose, em casa de vegetacdo, principalmente quando
utilizado o metodo de inoculagéo por irrigacdo do substrato. A reducéo da severidade da
bacteriose da mandioca, proporcionada por estes isolados em casa de vegetacdo, nao foi
obtida por antagonismo direto, podendo estar relacionada a resisténcia sistémica
induzida (ISR) na planta por estes antagonistas.

Steiner & Schonbeck (1995) propuseram alguns critérios para determinar se a
resisténcia exibida pela planta foi de fato induzida, entre estes critérios esta a auséncia

de efeitos tdxicos do agente indutor sobre o patdgeno desafiante; a necessidade de
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tempo entre a exposicdo ao indutor e a manifestagdo da resisténcia e a auséncia de
relacdo entre o nivel de expressdo de resisténcia e incremento na aplicacdo do agente
indutor.

Os isolados 15Y (B. cereus), 16Y, 23Y e 4W (B. aryabhattai) podem ser
chamadas de BPCPs, pois promoveram o crescimento em plantas de mandioca e além
disso, produziram AIlA, siderdéforos e solubilizaram o fosfato de célcio, in vitro. Os
sideroforos podem inibir o desenvolvimento de fitopatdgenos e também podem agir
como um dos principais determinantes da ISR (HIFTE et al, 1994;
RAMAMOORTHY et al., 2001).

O controle biologico relacionado a inducdo de resisténcia ja foi comprovado por
BPCPs (JI et al., 2014; LIU et al., 2018; MATES et al., 2019; ). As BPCPs mais
estudadas na ISR pertencem ao género Pseudomonas e Bacillus (DE
VLEESSCHAUWER; HOFTE, 2009; KLOEPPER et al., 2004). Mates et al. (2019)
verificaram a ocorréncia da ISR em tomate contra Xanthomonas perforans, utilizando
um isolado de Bacillus. Assim como, Halfeld-Vieira et al. (2006) também verificaram
em seu trabalho, a ocorréncia de ISR em tomateiro contra Pseudomonas syringae pv.
tomato utilizando um isolado de B. cereus proveniente do filoplano de tomateiro sadio.
Além disso, Kloepper et al. (2004) observaram que varias espécies de Bacillus spp.
induziram a resisténcia sistémica em plantas de tomate, pimentdo, meldo, melancia,
beterraba, abdbora e pimenta, promovendo a protecdo contra fungos e bactérias
fitopatogénicas. De acordo com Van Lonn et al. (1998) na situacdo de resisténcia
sisttmica induzida (ISR), proporcionada por bactérias endofiticas, supde-se que o
microrganismo produza um sinal translocavel que induz protecdo em tecidos distantes
da raiz onde o antagonista foi introduzido.

Por outro lado, os isolados endofiticos pertencentes ao género Klebsiella (26Y e
29Y) inibiram o crescimento de X. axonopodis pv. manihotis, in vitro, e em casa de
vegetacdo proporcionaram um controle da doenca acima de 90% nos dois métodos de
inoculagéo testados. Ji et al. (2014) verificaram que isolados de Klebsiella atuaram no
controle biologico de doencas fungicas em plantas de arroz, reduzindo a severidade da
queima da bainha causada por Rhizoctonia solani Kuhn, além de promover o

crescimento nestas espécies.
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Embora, a melhor maneira de controlar a doenca da bacteriose seja a utilizagdo
de variedades resistentes de mandioca, os endofitos utilizados em nosso estudo foram
considerados eficazes. Contudo, a inoculacdo por irrigacdo do substrato com os agentes
de biocontrole testados mostrou-se mais eficiente. Este tipo de inoculacdo favorece a

colonizagdo radicular por estes isolados e a subsequente inibi¢do do fitopatdgeno.

3.5. CONCLUSAO

Nossos resultados mostraram que os isolados de B. cereus (15Y), B. aryabhattai
(23Y e 4W) e K. pneumoniae (26Y e 29Y) podem ser usados como um potencial agente
de biocontrole para X. axonopodis pv. manihotis. Até onde sabemos, este estudo é o
primeiro a relatar o isolamento de bactérias endofiticas de raizes sadias de mandioca

com o potencial de controlar a bacteriose da mandioca na Amazonia Oriental.
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