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Introducao

Nos agroecossistemas tropicais, cuja interferéncia do homem
¢ marcante, a interacdo sinérgica entre as plantas e os micro-organismos
¢ fundamental para que ocorra o equilibrio do sistema, resultando em in-
crementos na produtividade dos cultivos agricolas (BERGAMIN FILHO;
AMORIM, 1996; CARDOSO; ANDREOTE, 2016). Dentro desses ecos-
sistemas, existem micro-organismos que participam das diversas etapas
cruciais do sistema solo-agua-planta, destacando-se os fungos e as bactérias
como os principais responsaveis pelos processos bioldgicos vitais (Figura 1)
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; CARDOSO; ANDREOTE, 2016).

Os micro-organismos sdo responsaveis pela producdo de diversos
compostos interessantes, como, por exemplo, as enzimas que participam
de eventos como a ciclagem de nutrientes, fixagdo biologica de nitro-
génio, biodegradacio, biorremediacdo, bioestimulagdo, indugio de resis-
téncia e controle biologico de enfermidades (ESPOSITO; AZEVEDO,
2004; FIGUEIREDO et al., 2008; CARDOSO; ANDREOTE, 2016).
Os micro-organismos podem habitar os solos, crescendo por entre os
agregados, bem como sobrevivendo com suas estruturas de resisténcia
(clamiddsporos, esclerocios ou enddsporos). Podem ainda ocupar nichos
ecologicos os mais diversos, como a madeira, realizando a sua decompo-
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sicdo; a rizosfera (area de atuagdo das raizes das plantas) e o rizoplano
(superficie das raizes), utilizando os exsudatos secretados pelas raizes.
Além disso, os micro-organismos podem também localizar-se no inte-
rior das plantas, estes sdo conhecidos como endofiticos (MACCHERONI
JUNIOR; ARAUJO; LIMA, 2004).

Quando ocorre um equilibrio no agroecossistema, constata-se
a presenc¢a de relagdes benéficas entre os dois atores essenciais nesse
sistema: as plantas e os micro-organismos. Dentro desse contexto, po-
dem-se citar as associagdes mutualisticas que ocorrem entre os fungos
endofiticos e as plantas. Esses micro-organismos associam-se com
as plantas, obtendo nutrientes e prote¢ao e, a0 mesmo tempo, podem
proporcionar tolerancia as plantas, em ambientes com estresses bi-
otico e abidtico. Por exemplo, os fungos endofiticos competem com
0s patodgenos, por nutrientes e espago, € podem também produzir en-
zimas hidroliticas, suprimindo o patégeno (MACCHERONI JUNIOR;
ARAUJO; LIMA, 2004). Outros exemplos importantes sd0 0s micro-or-
ganismos fixadores de nitrogénio atmosférico e os fungos micorrizicos,
que proporcionam beneficios as plantas (FIGUEIREDO; BURITY;
STAMFORD, 2008; CARDOSO; ANDREOTE, 2016).

Entretanto, devido ao cultivo intensivo das culturas agricolas,
aliado ao manejo inadequado do sistema solo-adgua-planta, vém se
constatando altas prevaléncias de enfermidades. Dessa forma, o equi-
librio bioldgico € “quebrado”, e a presenca de micro-organismos fito-
patogénicos ¢ marcante. Dentre os patdogenos que ocasionam doengas
importantes nas culturas agricolas, destacam-se os fungos, bactérias,
nematoides e virus (BERGAMIN FILHO; KIMATI; AMORIM, 1995;
CARDOSO; ANDREOTE, 2016). Alguns fitopatogenos, durante o seu
processo de patogénese, sdo importantes produtores de compostos,
apresentando papel preponderante nas infeccdes. Dentre os com-
postos, destacam-se as enzimas produzidas pelas diferentes espécies
de micro-organismos, tais como: Aspergillus, Fusarium, Penicillium,
Pectobacterium, Xanthomonas e Pseudomonas (LIAO; HUNG;
CHATTERIEE, 1988; PAYASI; SANWAL; SANWAL, 2009).

Finalmente, para conduzir o manejo sustentavel das enfermi-
dades, é imprescindivel a utilizacdo dos micro-organismos benéficos,
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também conhecidos como antagonistas. Esses micro-organismos uti-
lizam diferentes mecanismos de agdo para controlar os patdgenos.
Nesse cenario, destacam-se as espécies de Bacillus e Trichoderma
como agentes de controle biolégico (BENITEZ er al., 2004;
HARMAN et al., 2004; PEREZ-GARCIA; ROMERO; VICENTE,
2011; PEREZ-MONTANO et al., 2014; MARCANO et al., 2016).
Esses micro-organismos, além de realizarem o controle bioldgico
de doencgas, podem também promover o crescimento das plantas
(MORTUZA; ILAG, 1999; GLICK, 2012). Nesse processo de bio-
controle de patdgenos e bioestimulacdo das plantas, espécies de
Bacillus e Trichoderma também sdo eficientes em produzir enzimas
(HARMAN, 2006; PAYASI; SANWAL; SANWAL, 2009). Portanto,
a seguir, serdo mais bem detalhados os principais eventos, na inte-
ragdo planta — micro-organismo, em que a presenga das enzimas ¢
marcante: a patogénese, a promog¢do do crescimento das plantas e o
controle bioldogico de doencas de plantas (Figura 1).

Figura 1 — Interagdo entre plantas e micro-organismos nos solos
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Fonte: fotos de Christiana Bruce.

(1) Na interacdo equilibrada, observa-se a presenca de micro-organismos benéficos, e as
plantas alcangcam a produtividade desejada; (2) Em condicdes de desequilibrio bioldgico, a
prevaléncia de patégenos é marcante, resultando na expressao de doengas.
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Enzimas e micro-organismos

Para os diferentes micro-organismos e suas interagdes com as
plantas, as enzimas tém apresentado papel marcante. Pode-se destacar
a importancia das enzimas, para os eventos da patogénese, que vao
culminar com a expressdo de doencas. Nesse caso, 0s micro-orga-
nismos sao fitopatogénicos e produzem/secretam as enzimas, nos ni-
chos de infeccdo, provocando as alteragdes fisioldgicas nas plantas.
Existem também casos em que os micro-organismos sdo benéficos,
produzindo/secretando as enzimas importantes para o controle de
fitopatogenos (controle biolégico) ou para a promocio de cresci-
mento das plantas. Adicionalmente, as plantas também podem con-
tra-atacar e produzir enzimas para resistir aos patogenos ou tolerar
estes. Portanto, a seguir, serdo mais bem detalhados esses eventos e
sera mostrado como ocorre o envolvimento das enzimas em cada uma
dessas etapas essenciais da interagdo plantas — micro-organismos.

Enzimas e a patogénese

No processo de patogénese, uma série de eventos no ciclo das
relagdes patogeno — hospedeiro ocorre para que culmine com a ex-
pressdo dos sintomas de doencas (ZAMBOLIM; JESUS JUNIOR,
2012). Em muitos desses eventos (adesdo, germinagdo, penetragio,
coloniza¢do e reprodug¢do), a participagdo das enzimas tem sido ca-
racteristica marcante, proporcionando alteracdes fisioldgicas nas
plantas (Figura 2). Entre as enzimas de importancia na patogé-
nese, podemos destacar as poligalacturonases, cutinases, proteases,
pectinases e celulases (VAN DEN ENDE; LINSKENS, 1974; DE
LORENZO; D’OVIDIO; CERVONE, 2001; TOTH et al., 2003;
NITURE, 2008; PHAN; HERBST; MONTAG, 2011; PFEILMEIER;
CALY; MALONE, 2016). Muitos fitopatogenos produzem essas en-
zimas e as secretam, principalmente, pelo sistema de secregao tipo II
(KOROTKOV; SANDKVIST; HOL, 2012).
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Figura 2 - Ciclo das relagoes patégeno — hospedeiro de fungos fitopatogénicos

4. ADESAO

‘ enamas
p - - -

" 1.FONTE : 3. INOCULACAO
DE
INOCULO

6. PENETRACAO

ENZIMAS.

¢ I’ 7. COLONIZAGAO
- /rﬁ\ |
w3
/’ S
)

8. SINAIS 8. SINTOMAS

Fonte: fotos de Christiana Bruce.

O evento tem inicio com a presenca da (1) fonte de in6culo (conidios do patégeno) em
restos de cultura no campo, (2) dispersao do indculo, (3) inoculagdo em hospedeiro sadio,
(4) adesao, (5) germinagao, (6) penetragao, (7) colonizagdo e (8) expressao da doenga (pre-
senga de sintomas e sinais). A participagdo das enzimas nas fases de adesdo, germinagao,
penetracdo e colonizacdo é destacada.

No ciclo das rela¢des patogeno — hospedeiro, um dos pri-
meiros atores essenciais para a ocorréncia da infeccdo ¢ a fonte de
inoculo, a qual € constituida, essencialmente, pelas estruturas do pa-
tdégeno (esporos, micélio, corpos de frutificagdo, células bacterianas,
juvenis e/ou fémeas de nematoides). Essas estruturas dispersam-se
por diferentes vias (vento, agua ou por movimentagdo propria) e
atingem a superficie do hospedeiro. Dessa forma, o préximo evento
no ciclo tem inicio: a adesio (ZAMBOLIM; JESUS JUNIOR,
2012). Na adesdo, a primeira barreira que protege as plantas contra
os patdgenos ¢ a cuticula. Ela é constituida, basicamente, da mem-
brana, formada pela cutina, celulose e ceras ¢ pela parede celular,
com a presenga da pectina (VAN DEN ENDE; LINSKENS, 1974).
A presenga da cuticula tem importancia na adesdo do patéogeno e
nos eventos posteriores, que s@o a germinacdo e a penetragdo
(ZAMBOLIM; JESUS JUNIOR, 2012). Ainda na fase de adesdo,
a participacdo de enzimas como as esterases e cutinases tem sido
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constatada para diferentes patdgenos, como, por exemplo, as fer-
rugens. Essas enzimas facilitam a adesdo dos esporos do patdégeno
no tecido do hospedeiro (DEISING et al., 1992). Outras enzimas
tém apresentado importancia na degradacdo da parede celular, como
as celulases e B-glicosidase, de fungos como Fusarium oxysporum
e Aspergillus niger (KUBICEK; STARR; GLASS, 2014). Apds a
adesdo das estruturas do patogeno na superficie hospedeira, se as
condi¢des forem favoraveis, inicia-se a fase de germinacgdo. A pre-
senca de exsudatos na superficie hospedeira pode apresentar influ-
éncia na atividade enzimatica dos micro-organismos (ZAMBOLIM;
JESUS JUNIOR, 2012).

O préximo evento no ciclo é a penetragdo. Para penetrar no
tecido do hospedeiro, os patogenos utilizam diferentes vias, como
os ferimentos, aberturas naturais e diretamente, pela superficie in-
tacta do hospedeiro. A penetragdo, via superficie intacta do hospe-
deiro, pode ser realizada mecanicamente, através de estruturas co-
nhecidas como apressorios, por atividade enzimatica, ou por ambos
os mecanismos (VAN DEN ENDE; LINSKENS, 1974; DEISING
et al., 1995; MENDGEN; HAHN; DEISING, 1996; ZAMBOLIM;
JESUS JUNIOR, 2012; PFEILMEIER; CALY; MALONE, 2016).
Durante a penetracdo via apressorio, a presenca de enzimas como as
esterases ¢ marcante em alguns patossistemas (NICHOLSON; KUC;
WILLIAMS, 1972).

Na penetragdo, por meio da atividade enzimatica, os fungos
podem utilizar enzimas que degradam a cuticula, como as cutinases
(VAN DEN ENDE; LINSKENS, 1974). Esse tipo de penetracdo pela
cuticula depende do patossistema envolvido (KOLATTUKUDY, 1985).
Para alguns patogenos, como Rhizoctonia solani, agente causal de tom-
bamento em mudas, e Colletotrichum graminicola, responsavel pela
antracnose em varios cereais, a presenca da cutinase ¢ importante para
o avanc¢o das infecgdes por esses patogenos (BAKER; BATEMAN,
1978). Outras enzimas podem também participar do processo de pe-
netra¢do dos patdgenos no tecido do hospedeiro. Por exemplo, as ca-
madas pécticas da parede celular e da lamela média podem sofrer ag@o
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das enzimas pectato liase, pectina liase, pectina metil esterase e po-
ligalacturonase (BARRAS; VAN GIJSEGEM; CHATTERJEE, 1994;
PAYASI; SANWAL; SANWAL, 2009). Adicionalmente, vale destacar
que muitos patdgenos de solo produzem também enzimas. Entre os pa-
tégenos, destacam-se Pectobacterium carotovorum, Sclerotium rolfsii,
Sclerotinia sclerotiorum e Macrophomina phaseolina (MICHEREFF;
ANDRADE; MENEZES, 2005).

Apds a penetracdo no tecido hospedeiro, verifica-se também a
atividade enzimatica proéxima ao halo onde se encontra a hifa “peg de
penetragao” (EMMETT; PARBERY, 1975). Ainda durante a fase de
penetragdo e colonizagdo, observa-se que, em patossistemas que apre-
sentam o fendmeno da quiescéncia, a penetracdo no tecido do hospe-
deiro ¢ inibida devido a presenca de compostos fenodlicos, como a epi-
catequina. Com o amadurecimento dos frutos, os niveis da epicatequina
decrescem, e as lipoxigenases do patogeno Colletotrichum gloeospo-
rioides podem atuar, ocasionando a antracnose em frutos (PRUSKY;
PLUMBLEY, 1992).

J& na colonizagdo, ocorrem o crescimento e a reproducdo do pa-
togeno. Na reprodugdo, sdo produzidos os esporos sexuais € assexuais
dos fungos; a fissdo de células bacterianas; ¢ a deposi¢do de ovos pelos
nematoides (ZAMBOLIM; JESUS JUNIOR, 2012). Para alguns pa-
togenos fungicos, os esporos (conidios) sdo produzidos numa massa
mucilaginosa, constituida de glicoproteinas, enzimas e compostos ini-
bidores da germinagdo. Por exemplo, para o patogeno C. graminicola,
a massa mucilaginosa contém quatro cutinases, pertencentes a classe da
serina esterase hidrolase (PASCHOLATI et al., 1993).

Adicionalmente, as enzimas tém sido também constatadas
por serem fatores de patogenicidade ou viruléncia em diferentes
patossistemas (ROGERS; FLAISHMAN; KOLATTUKUDY, 1994;
WALKER; REEVES; SALMOND, 1994). Por exemplo, no patossis-
tema Fusarium solani f. sp. pisi x Pisum sativum, plantas inoculadas
com os isolados do patégeno contendo uma mutag@o no gene relacio-
nado a producdo da enzima cutinase apresentavam menores lesdes
do que plantas inoculadas com os isolados sem a mutacéo. Nesse pa-
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tossistema, ficou evidente a perda da viruléncia do isolado mutante,
devido a uma mutag¢do do gene relacionado a cutinase (ROGERS;
FLAISHMAN; KOLATTUKUDY, 1994). Dessa forma, para que a
infec¢do pelos patogenos seja bem-sucedida, a participagdo dos fa-
tores de patogenicidade ou viruléncia, como as enzimas, nas inte-
ragdes planta-patdogeno é de fundamental importancia. Portanto, a
seguir, serdo descritos, detalhadamente, o patdgeno Pectobacterium
carotovorum, agente causal da doenga conhecida como podridao
mole, e o principal mecanismo da sua patogénese, a producdo de
enzimas pécticas.

Patogénese: um exemplo com o patégeno
Pectobacterium carotovorum

A bactéria fitopatogénica Pectobacterium carotovorum, agente
causal da doenga conhecida como podriddo mole, em diferentes hos-
pedeiros, ¢ um exemplo marcante de micro-organismo que produz en-
zimas necessarias para as infec¢des. As enzimas produzidas por essa
bactéria sdo consideradas fatores de patogenicidade ou viruléncia,
em muitos patossistemas (BATEMAN; MILLAR, 1966; COLLMER;
KEEN, 1986; MARIANO et al., 2005).

Durante o processo de infecg@o, ocorre uma série de alteracdes
no hospedeiro, tais como acumulagdo de compostos, mudangas no
padrdo respiratério e na permeabilidade das membranas, que podem
também interferir no modo de acdo e na atividade enzimatica nos
tecidos do hospedeiro (BATEMAN; MILLAR, 1966). Dentro desse
contexto, verifica-se que as principais enzimas envolvidas na pato-
génese de P. carotovorum sdo as pectinoliticas, as quais tém atuacio
nos compostos pécticos da lamela média, da parede celular. Com a
sua atuacdo, ocorre a desintegracdo dos tecidos, facilitando a infeccéo
pelo patégeno e, como resultado, a presenga dos sintomas e sinais ti-
picos da enfermidade: necrose, podriddo mole, pus bacteriano e odor
fétido (Figura 3) (MICHEREFF; ANDRADE; MENEZES, 2005;
ABBOTT; BORASTON, 2008).
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Figura 3 — Sintomas (necrose e podridao mole) e sinais (pus bacteriano e odor
fétido) em tubérculo de batata

Fonte: foto de Christiana Bruce.
A fitobactéria Pectobacterium carotovorum utiliza enzimas pectinoliticas para degradar a
parede celular dos seus hospedeiros.

As principais enzimas envolvidas na degradacdo das substancias
pécticas da lamela média sdo as poligalacturonases (Peh), pectato liase
(Pel), pectina liase (Pnl) e pectina metil esterase (Pme). J& outras en-
zimas tém papel fundamental na degradacdo da celulose (celulases) e
de glicoproteinas (proteases) da parede celular (COLLMER; KEEN,
1986; DAHLER; BARRAS; KEEN, 1990).

Para secretar as enzimas pécticas no tecido do hospedeiro, P. ca-
rotovorum pode utilizar os trés tipos de sistemas de secrecao (I, Il e
IIT), com diferentes mecanismos, que parecem ser conservados nessa
espécie. Essas enzimas secretadas sdo importantes fatores de patogeni-
cidade, como as proteases, relacionadas ao sistema de secrecdo tipo I
(DAHLER; BARRAS; KEEN, 1990), ¢ as pectinases e celulases, asso-
ciadas ao sistema de secrecdo tipo II (ANDRO et al., 1984). Ja o sistema
de secrecao tipo Il possui relagdo com as respostas de hipersensibili-
dade (HR) e patogenicidade, translocando proteinas necessarias para
ocasionar infec¢do em plantas hospedeiras (rea¢do incompativel) e HR
em plantas ndo hospedeiras (reacdo compativel) (LAHAYE; BONAS,
2001). Vale destacar que as enzimas pécticas sdo também importantes
fatores de patogenicidade para outros patdogenos ocasionarem enfermi-
dades nas plantas, tais como: Rhizoctonia solani e Fusarium oxysporum
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f. sp. lycopersici, (PAQUIN; COULOMBE, 1962; MICHEREFF;
ANDRADE; MENEZES, 2005; XUE et al., 2018).

Enzimas e a promocao do crescimento em plantas

Os micro-organismos promotores de crescimento, como os fungos
e as bactérias, podem ser encontrados em diferentes nichos ecolégicos,
como a rizosfera e a filosfera (CARDOSO; NOGUEIRA, 2007; SILVA;
BETTIOL, 2009). Nesses nichos, para promover o crescimento das
plantas, os micro-organismos utilizam mecanismos de acao diretos e in-
diretos. Os mecanismos diretos estdo relacionados a solubiliza¢do do fos-
fato, produgdes de antibidticos, fito-hormonios e sideroforos. Ja os meca-
nismos indiretos estdo intimamente relacionados a produgio de celulases,
proteases, amilases, ureases, lipases, entre outras enzimas (GLICK, 2012).

Entre os micro-organismos promotores de crescimento, as espé-
cies de Bacillus ¢ Trichoderma destacam-se como as mais utilizadas na
agricultura (BENITEZ et al., 2004; PEREZ MONTANO et al., 2014).
No caso de Bacillus, a sua ampla ado¢do como promotor de cresci-
mento deve-se a facilidade no seu cultivo e a formagao de esporos de
resisténcia, os endosporos (CHOUDHARY; JOHRI, 2009; KUMAR;
DUBEY; MAHESWARI, 2012). Por sua vez, Trichoderma também tem
apresentado facilidade no cultivo e demonstra ser um fungo com grande
capacidade de esporulacdo. Essa caracteristica facilita a obteng¢ao de
bioformulados do micro-organismo (Figura 4) (PAPAVIZAS, 1985).

Figura 4 — Col6nias tipicas de micro-organismos promotores de crescimento

Fonte: fotos de Christiana Bruce.
(A) Colonias de isolado de Bacillus sp.; (B) Colonias de isolado de Trichoderma harzianum.
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Para promover o crescimento das plantas, as espécies de Bacillus
e Trichoderma, por meio dos mecanismos indiretos, podem produzir
compostos, como as enzimas. Com a utilizagdo desses mecanismos,
0s micro-organismos promovem o crescimento/desenvolvimento das
plantas, culminando com incrementos na produtividade das culturas
(GLICK, 2012). Por exemplo, isolados de B. pumilus (RAB9 e E2)
foram capazes de produzir celulases, amilases, pectinases, lipases e
proteases, enzimas relacionadas a promogdo de crescimento, em mudas
de bananeira (Musa spp.). As mudas inoculadas com esses micro-or-
ganismos estavam nas fases de aclimatizag@o e cultivo em sacos, sob
condi¢des de casa de vegetacdo, na Embrapa Agroindustria Tropical
(Fortaleza-CE). Apos esse periodo de cultivo, puderam-se observar ga-
nhos em altura, comprimento da raiz, massa seca da raiz, diametro do
pseudocaule e area foliar das plantas inoculadas com os isolados de
Bacillus RAB9 e E2 (Figura 5) (SILVA et al., 2018).

Figura 5 — Promogao do crescimento de mudas micropropagadas
de bananeira por isolados de Bacillus pumilus
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Fonte: fotos de Silva et al. (2018).

(A) Mudas micropropagadas de bananeira cv. Prata Catarina tratadas e nio tratadas com
a biomassa bacteriana, apds 60 dias de aclimatizagdo em casa de vegetacao da Embrapa
Agroindustria Tropical (Fortaleza-CE). Tratamentos: RAB9, E2 e controle (esquerda para
direita), respectivamente; (B) Mudas micropropagadas de bananeira cv. Prata Catarina tra-
tadas e ndo tratadas com a biomassa bacteriana, apds 120 dias de plantio. Tratamentos: E2,
controle e RAB9 (esquerda para direita), respectivamente.

Entre as enzimas produzidas pelos micro-organismos, durante a
fixacdo biologica do nitrogénio, a participacdo do complexo enzima-
tico denominado nitrogenase ¢ fundamental. Esse complexo converte
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o nitrogénio (N,) em amdnia (NH,), disponibilizando-a para as plantas
e desempenhando um papel importante na agricultura, pois a ureia ¢
utilizada como a fonte de nitrogénio. A principal enzima contida no
solo, que hidrolisa a ureia, ¢ a urease. A sua atividade € um indicador
da qualidade bioldgica do solo, sendo influenciada por fatores como
pH, teor de carbono e metais pesados (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).
Na detec¢do da produgdo da enzima urease pelos micro-organismos,
muitos s@o as provas bioquimicas que podem ser utilizadas. Uma delas
¢ a suplementacdo de meios de cultura in vitro com ureia. Se os micro-
-organismos produzirem a enzima urease, ¢ evidenciada a formagao de
halo claro ao redor das colonias (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975).

Outra enzima produzida pelos micro-organismos que ¢ importante
na promogao de crescimento das plantas e que tem participag@o no ciclo
do carbono ¢ a celulase. Essa enzima degrada a celulose, liberando agu-
cares soluveis e glicose para as plantas (TOTOLA; CHAER, 2002). A
sua deteccdo pode ser realizada por testes in vitro, com a suplementagéo
de meios de cultura com celulose microcristalizada. A produgdo pelo
micro-organismo da enzima culmina com a formagéo de uma zona clara
em torno das colonias (Figura 6), (adaptado de CATTELAN, 1999).

Figura 6 — Producao de celulase pelos isolados de Bacillus sp.

Fonte: fotos de Christiana Bruce e Naomi Freitas.
O isolado 288 apresentou a formagao de halo claro ao redor das coldnias (esquerda), em
contraste com a ndo formacgao de halo isolado 279 (direita).
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A protease ¢ uma enzima também efetiva na promog¢ao de
crescimento das plantas. Assim como as ureases, a protease também
participa da ciclagem do nitrogénio nos solos (TOTOLA; CHAER,
2002). A constatagdo da sua produgdo pelos micro-organismos
pode ser realizada por testes in vitro de detecg¢do da formacdo de
halos mais claros ao redor das colonias microbianas (adaptado de
VERMELHO et al., 1996) (Figura 7).

Figura 7 — Produgao de protease pelos isolados de Bacillus sp.

Fonte: fotos de Christiana Bruce e Naomi Freitas.
O isolado 280 apresentou a formagdo de halo claro ao redor das col6nias (esquerda), em
contraste com a ndo formacao de halo do isolado 292 (direita).

A amilase também € uma enzima importante na promog¢ao
de crescimento das plantas. Essa enzima tem papel preponderante
na clivagem do amido, principal polissacarideo de reserva presente
nas raizes, sementes e tubérculos (PANDEY et al., 2000). A cons-
tatagdo da sua producdo pelos micro-organismos pode também ser
realizada por testes in vitro de detec¢do da formagdo de halos mais
claros ao redor das colonias microbianas (Figura 8) (adaptado de
SILVA et al., 2017).
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Figura 8 — Producgao de amilase pelos isolados de Bacillus sp.

Fonte: fotos de Christiana Bruce e Naomi Freitas.
Os isolados 299 e 234 de Bacillus apresentaram a formagao de halo claro ao redor das colonias.

Outra enzima importante, por proteger as plantas contra os estresses
ambientais, ¢ a catalase. A produgdo da catalase pelos micro-organismos
proporciona a tolerancia das plantas a estresses abidticos. Dessa forma,
permite, indiretamente, o crescimento/desenvolvimento das plantas
(ISLAM et al.,2016). Para detec¢o da atividade da enzima catalase pelos
micro-organismos, os testes in vitro com solug¢do de peroxido de hidro-
génio permitem a visualizagdo de bolhas caracteristicas da sua formagao
(Figura 9) (adaptado de ZURITA; MEJIA; GUZMAN-BLANCO, 2010).

Figura 9 — Producao de catalase pelos isolados de Bacillus sp.

Fonte: foto de Christiana Bruce e Naomi Freitas.
O isolado 279 apresentou a formacdo de bolhas (esquerda), em contraste com a nao for-
macdo do isolado 276 (direita).
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Por fim, outro mecanismo importante dos micro-organismos para
promover o crescimento das plantas ¢ a solubilizag@o do fosfato. Muitos
micro-organismos conseguem solubilizar o fosfato da sua forma inso-
luvel para aquela prontamente assimilavel para as plantas, utilizando
as enzimas. Algumas das enzimas envolvidas sdo as fosfatases e fitases
(RODRIGUEZ et al., 2006). Para detectar a produgdo de fosfatase pelos
micro-organismos, a realizagdo de testes in vitro, com meios de cul-
turas suplementados com fontes de fosforo (fosfato de calcio ou fosfato
de potassio), proporciona a visualizagdo de halos claros ao redor das
colonias dos micro-organismos produtores dessa enzima (Figura 10)
(CATTELAN, 1999).

Figura 10 — Solubilizagdo do fosfato por isolados de Bacillus sp.

Fonte: foto de Christiana Bruce.
O isolado 186 apresentou produgdo de enzimas com a formagdo de halo mais claro ao
redor das col6nias bacterianas.

Enzimas e o controle biolégico de plantas

Além de promoverem o crescimento/desenvolvimento das
plantas, muitos dos micro-organismos benéficos podem também re-
alizar o controle bioldgico das doengas incidentes nas diferentes
espécies vegetais. O controle bioldégico ¢ um método de controle
ambientalmente sustentdvel, ¢ a sua adog¢do deve ser estimulada,
dentro do contexto de manejo integrado nos sistemas de producio
agricolas. Os micro-organismos benéficos que apresentam atuagdo
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sobre os patdgenos s@o conhecidos como agentes de controle biolo-
gico ou antagonistas (COOK; BAKER, 1983). Entre as espécies mais
utilizadas como antagonistas, destacam-se Bacillus ¢ Trichoderma
(BENITEZ et al., 2004; RADHAKRISHNAN; HASHEM; ALLAH,
2017). Esses micro-organismos tém apresentado o maior nimero de
principios ativos registrados para o controle de doengas de plantas
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DAS EMPRESAS DE CONTROLE
BIOLOGICO, 2019).

Para realizar o biocontrole, os antagonistas utilizam diferentes
mecanismos de agdo. Os principais mecanismos envolvidos no con-
trole bioldgico sdo o antagonismo direto, com a produgdo de meta-
bolitos; indugio de resisténcia; competicdo por nutrientes e espago ¢
o parasitismo (CHIN-A WOENG; BLOEMBERG; LUGTENBERG,
2003; ROMEIRO, 2007). No processo de antagonismo direto, ha a
participacdo de enzimas que atuam na degradagdo da parede celular,
como as quitosanases, proteases, celulases e glucanases (KUBICEK;
MACH; PETERBAUER, 2001; CHIN-A WOENG; BLOEMBERG;
LUGTENBERG, 2003; RADHAKRISHNAN; HASHEM; ALLAH,
2017). Em varios trabalhos, é evidenciada a importancia funda-
mental das enzimas no biocontrole de fitopatégenos. Por exemplo, a
producdo de enzimas quitinoliticas pela bactéria Paenibacillus sp.,
como a quitinase e B-1,3 glucanase, proporcionou a lise da parede
celular do patdégeno F. oxysporum f. sp. cucumerinum (SINGH et
al., 1999). Por sua vez, a utilizagdo de isolados de Bacillus spp.
produtores das enzimas protease e quitinase apresentou a inibicao
do crescimento micelial de diferentes fungos fitopatogénicos,
como Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii e S. oryzae (SEITH;
MUKHERIJEE, 2018).

Em estudos conduzidos no Laboratério de Patologia Pods-
Colheita da Embrapa Agroindustria Tropical (Fortaleza-CE), foi cons-
tatado que diferentes isolados de Bacillus, provenientes da rizosfera de
bananeiras, produziam in vitro enzimas voltadas para o controle bio-
logico de patogenos. As enzimas mais marcantes produzidas por esses
isolados bacterianos foram a quitinase (Figura 11) e a lipase (Figura 12)
(dados ainda ndo publicados).
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Figura 11 — Produgado de quitinase in vitro pelos isolados de Bacillus sp.

Fonte: fotos de Christiana Bruce e Naomi Freitas.
Os isolados 284 e 299 de Bacillus apresentaram a formacao de halo claro ao redor das
coldnias, apds a revelagao com corante vermelho congo.

Figura 12 — Producao de lipase in vitro pelos isolados de Bacillus sp.

Fonte: fotos de Christiana Bruce e Naomi Freitas.
O isolado 279 produziu a enzima lipase, com a formagao de cristais ao redor das coldnias
bacterianas (esquerda). Ja o isolado 215 ndo produziu a enzima (direita).

A producdo dessas enzimas pelos micro-organismos antago-
nistas tem importancia fundamental no biocontrole, pois esses metabd-
litos atuam na degradagdo da parede celular dos fitopatogenos, agentes
causais de doengas de plantas (CHIN-A WOENG; BLOEMBERG;
LUGTENBERG, 2003). Pode-se visualizar o efeito das enzimas in vitro,
por exemplo, pela inibi¢ao do crescimento micelial dos patdgenos (Figura
13). O mecanismo envolvido, nesse caso, foi o antagonismo direto.
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Figura 13 — Antagonismo de isolados de Bacillus spp. contra Fusarium
oxysporum f. sp. cubense (FOC), pelo método do pareamento de culturas

Fonte: fotos de Christiana Bruce e Francisco Henrique Alves.

As col6nias do antagonista Bacillus estavam localizadas em quatro pontos equidistantes
do centro da placa de Petri, enquanto as coldnias do patégeno FOC estavam localizadas
no centro das placas de Petri. (A) Placa contendo o isolado 240 de Bacillus e o patégeno
FOC (col6nia ao centro da placa de Petri); (B) Placa contendo o isolado 186 de Bacillus e o
patégeno FOC. Todas as placas estdao com cinco dias de crescimento.

Outro mecanismo de agdo apresentado pelos antagonistas, em que
a participa¢do de enzimas tem caracteristica marcante, ¢ o parasitismo.
Por exemplo, no processo de micoparasitismo, realizado por espécies de
Trichoderma em hifas de Rhizoctonia solani (importante patdgeno cau-
sador de tombamentos de mudas), ocorre a expressdo de diferentes enzimas
responsaveis pela degradacdo da parede celular do patégeno (HARMAN et
al.,2004). As enzimas produzidas pelas espécies de Trichoderma responsa-
veis pelo micoparasitismo sao as f-1,3 glucanase (NORONHA; ULHOA,
2000; GRUBER; SEIDL-SEIBOTH, 2012), quitinases (KUBICEK;
MACH; PETERBAUER, 2001; GRUBER; SEIDL-SEIBOTH, 2012), qui-
tosanases, proteases (GRUBER; SEIDL-SEIBOTH, 2012), L-aminoéacido
oxidase (CHENG; YANG; PENG, 2012), entre outras. Dessa forma, ¢ es-
sencial que ocorra a secregdo do arsenal de enzimas dos micro-organismos
antagonistas para que os seus mecanismos de acéo sejam eficientes no bio-
controle dos patdgenos de plantas.

Consideracoes finais

As enzimas sdo importantes metabolitos produzidos pelos diferentes
micro-organismos, que interagem com as plantas. Os micro-organismos
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produtores desses compostos podem utilizar-se das enzimas para adentrar
no tecido do hospedeiro, ocasionando doencas nas plantas. Mas também
as enzimas sdo fundamentais em agdes benéficas para as plantas, como
a promog¢do do crescimento vegetal e o controle de fitopatdgenos.
Portanto, o entendimento do papel desses metabdlitos nas interagdes
planta — micro-organismos ¢ de fundamental importancia dentro dos
agroecossistemas agricolas.
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