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RESUMO

Microrganismos podem ser utilizados como agentes de promoc¢ao de crescimento e
biocontrole de fitopatdgenos habitantes do solo em diferentes culturas agricolas.
Dentre estes microrganismos, existem relatos que isolados de bactérias do género
Bacillus podem ser promissores para as duas atividades, podendo, portanto, serem
efetivos para a promocéao de crescimento e o biocontrole de Thielaviopsis paradoxa e
Fusarium verticillioides, importantes patdgenos nas culturas da cana-de-agUcar e
milho, respectivamente. O objetivo deste trabalho foi selecionar isolados de Bacillus
com as caracteristicas de promover o crescimento das plantas e controlar T. paradoxa
e F. verticillioides nas culturas da cana-de-acucar e milho, respectivamente. Assim,
foram realizados estudos in vitro com 162 isolados de Bacillus sp. quanto a
assimilacao de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato e producdo de acido indolacético,
germinacdo de esporos de T. paradoxa e no controle da podriddo abacaxi e na
promocao de crescimento em cana-de-acucar. Também foram estudados os efeitos
de 12 isolados de Bacillus, selecionados de acordo com os melhores resultados da
fase descrita anteriormente, bem como resultados obtidos em teste no laboratério e
consulta a literatura especializada, para a promocéo de crescimento e o biocontrole
de F. verticiollioides em milho comum e pipoca, in vitro e in vivo. De acordo com 0s
resultados obtidos foram selecionados dois isolados, B. velezensis AP-03 e Bacillus
sp. AP-210, como agentes de promocao de crescimento e de biocontrole de T.
paradoxa e F. verticilioides para as culturas da cana-de-acucar e milho,
respectivamente. Isolados de Bacillus spp. podem ser utilizados como agentes de
promoc¢do de crescimento e biocontrole em cana-de-acUcar e milho na presenca

destes patégenos.

Palavras-chave: Saccharum officinarum, Zea mays, antagonismo, patdégenos de solo,

crescimento vegetal.






ABSTRACT

Microorganisms can be used as plant growth promoter and biocontrol agents of
soilborn plant pathogens, in several crops. Among these microorganisms, there are
reports that isolates from the Bacillus genus can be promising for both these activities
and may therefore be effective for the growth promotion and control of Thielaviopsis
paradoxa and Fusarium verticillioides, important pathogens in sugarcane and corn
crops, respectively. In this study it was selected Bacillus isolates for improving plant
growth and controlling T. paradoxa and F. verticillioides. In vitro studies were carried
out with 162 Bacillus isolates regarding to the assimilation of nitrogen, phosphate
solubilization and production of indolacetic acid, hydrocyanic acid and siderophores,
as well as the inhibition of mycelial growth and spores germination of T. paradoxa,
control of pineapple rot and growth promotion in sugarcane. Also, the effects of 12
Bacillus isolates, selected according to the previously described phase and literature
information, were studied for growth promotion and for the control of F. verticiollioides
in corn and popcorn, in vitro and in vivo. According to the results, two isolates, B.
velezensis AP-03 and Bacillus sp. AP-210, as growth promoter and biocontrol agents
of T. paradoxa and F. verticillioides for sugarcane and corn crops, respectively.
Bacillus spp. isolates can be used as plant growth promotion and biocontrol agent in

sugarcane and corn in the presence of these soilborn plant pathogens.

Key words: Saccharum officinarum, Zea mays, antagonism, soilborn plant pathogens,

plant growth.
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1 INTRODUCAO

A agricultura nos paises em desenvolvimento econémico vem sendo cada vez
mais trabalhada com base em plantios extensos, formados por plantas de alto valor
genético e que sdo dependentes da aplicacdo macica de produtos sintéticos. Esta
vem sendo trabalhada, portanto, com uma intensa mecanizagéo, tecnificacédo e,
logicamente, com expressivos ganhos de produtividade. Entretanto, muitas dessas
tecnologias tém gerado desequilibrio nos ciclos naturais do planeta, tornando
importante a discussdo da sustentabilidade dos sistemas agricolas (WILSON e
TISDELL, 2001; WANG et al., 2014; NODARI e GUERRA, 2015; SHARMA et al.,
2015).

As espécies vegetais cultivadas apresentam problemas com doencas, dentre
estas, as causadas por fitopatdgenos habitantes do solo que séo de dificil controle.
Estes fitopatdgenos sobrevivem por longos periodos, a maior parte do seu ciclo de
vida, no solo, mesmo na auséncia dos hospedeiros. Além disso, infectam 6rgéos
subterrédneos e caules e possuem capacidade de competicao saprofitica (NODARI e
GUERRA, 2015; SHARMA et al., 2015).

As cadeias de producdo da cana-de-acucar (Saccharum officinarum) e do
milho (Zea mays), seja 0 comum ou 0 pipoca, Sdo caracterizadas pelo uso intensivo
de tecnologias. Em ambas, h& a necessidade de controle quimico para Thielaviopsis
paradoxa e Fusarium verticillioides, importantes fungos habitantes de solo e
fitopatogénos da cana-de-acucar e do milho, respectivamente, que sdo capazes de
reduzir a produtividade destas culturas (CHAPOLA et al., 2014; LIZARRAGA-
SANCHEZ et al. 2015). Deste modo, sd0 necessarias pesquisas para O

desenvolvimento de métodos alternativos de controle visando estes fitopatégenos.

O controle biolégico de fitopatdgenos € uma alternativa que tem-se mostrado
viavel para o controle de diversas doencgas. Dentre os agentes de biocontrole, as
espécies do género Bacillus vém sendo utilizadas devido a eficiéncia em controlar
fitopatdgenos e promover o crescimento das plantas (DORIGHELLO et al., 2014;
SIVASAKTHI et al., 2014; MARTINS et al., 2015). Bacillus spp. apresentam acao
comprovada em cana-de-acglcar e milho como promotores de crescimento e agentes
de biocontrole de alguns fitopatogenos (MARTINS et al., 2015; RAZA et al., 2016; XU
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et al., 2016). Bacillus spp. séo bactérias formadoras de enddsporos sobrevivendo em
diversas condigbes ambientes e, portanto, com maior facilidade de se obter

formulacdes comerciais.

No Brasil, Bacillus spp. séo registradas como agentes de biocontrole de
Meloidogyne incognita, Meloidogyne javanica, Meloidogyne graminicola, Pratylenchus
brachyurus, Botrytis cineria, Hemileia vastatrix, Colletotrichum gloesporioides,
Colletotrichum acutatum, Cryptosporiopsis perennans, Phyllostica citricarpa,
Sphaeroteca fuliginea, Erysiphe polygoni, Alternaria solani, Alternaria porri, Alternaria
dauci, Sclerotinia sclerotiorum, Sphaeroteca macularis, Mycospaherella fijiensis,

Rhizoctonia solani, Pythium ultimun e Xanthomonas vesicatoria (BRASIL, 2018).

Cardoso e Araujo (2011) e Mazzuchelli et al. (2011) relataram o controle de
Meloydogine spp. em cana-de-acucar utilizando espécies de Bacillus. Também
Hassan et al. (2010) e Silva et al. (2015) verificaram o controle de C. falcatum e
Fusarium spp. dessa cultura com Bacillus. Campos (2010) e Souza et al. (2017)
realizaram testes comprovando o aumento de 40% na producdo de matéria seca em

mudas de cana-de-acucar na presenca de diferentes espécies de Bacillus spp.

Szilayi-Zecchin et al. (2014) verificaram inibicdo de F. verticillioides,
Colletotrichum graminicola, Bipolaris maydis e Cercospora zea-maydis em milho por
isolados de Bacillus sp. Também Kulimushi et al. (2017) descreveram a efetividade de
isolados de Bacillus sp. contra Rhizomucor variabilis. O biocontrole de F. verticillioides
e o restabelecimento da sanidade de sementes e de plantulas de milho utilizando
isolados de Bacillus foram relatados por Pereira et al. (2011) e Lizarraga-Sanchez et
al. (2015). Esses autores verificaram também o estimulo na promoc¢ao de crescimento

de plantulas de milho com o uso de Bacillus.

A viabilidade do uso desses microrganismos para o controle de T. paradoxa e
F. verticillioides depende do desenvolvimento de estudos mais detalhados, sendo
esse, 0 objetivo geral do presente trabalho. Os objetivos especificos foram: selecionar
isolados de Bacillus spp. para promocéao de crescimento e biocontrole de T. paradoxa,
por meio de técnicas bioquimicas e de testes de antagonismo, realizados em
laboratério, e a comprovagéo destas caracteristicas in vivo com a utilizacdo de mudas

de cana-de-aglcar na presenca ou nao de T. paradoxa; e selecionar isolados de
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Bacillus spp. com a capacidade de controlar F. verticillioides e promover o crescimento

das plantas de milho, comum e pipoca.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A cultura da cana-de-ag¢ucar

A cana-de-aclUcar € uma das mais importantes espécies cultivadas nas
regides tropicais e subtropicais do planeta. A sacarose, seu principal produto, é
extraida para a producéo agucareira desde 2500 a.C., no continente asiatico. Além da
producdo de acucar para a industria de alimentos, também é destacada a producao
de etanol (BRANDI, 2015).

A producdo brasileira foi incentivada desde o inicio da colonizagao
portuguesa, por volta da primeira metade do século XVI, quando a cultura foi
introduzida no pais através do litoral paulista e depois expandida para o restante do
territdrio nacional. A cultura da cana-de-agUcar foi a responséavel pelo primeiro ciclo
econdmico de exploracdo da coroa portuguesa em terras brasileiras (LODO, 2013).
Com o passar dos anos, esta cultura permaneceu como uma das principais culturas
agricolas do pais (BORRAS-HIDALGO et al., 2005; DOMINGUES, 2014).

A producéo brasileira estimada para a safra 2017/18 € de 647,6 milhdes de
toneladas de cana-de-acucar em cerca de 8,84 milhdes de hectares. A producéo esta
distribuida entre S&o Paulo, maior produtor com 51,3% (4.558,2 mil hectares), seguido
por Goias com 10% (939 mil hectares), Minas Gerais com 9% (841,7 mil hectares),
Mato Grosso do Sul com 7,9% (636,4 mil hectares), Parana com 6,8% (624,8 mil
hectares), Alagoas com 4,2% (301,5 mil hectares), Pernambuco com 3% (259,6 mil
hectares) e Mato Grosso com 2,5% (221,33 mil hectares). Estes oito estados séo
responsaveis por 94,8% da producdo nacional. Os outros 14 estados produtores
possuem areas menores, com representacdes abaixo de 1,4%, totalizando 5,2% da
area total (CONAB, 2017).

A cana-de-acucar pertence a divisdo Angiospermae, classe Monocotyledonea
e familia Poacea. As variedades cultivadas, atualmente no mundo, pertencem ao
género Saccharum, o qual compreende seis espécies: Saccharum robustum,
Saccharum spontaneum, Saccharum sinense, Saccharum barberi, Saccharum edule
e Saccharum officinarum. S. officinarum é a espécie mais difundida no Brasil
(CAMPOS, 2010; CHAPOLA et al.,, 2014; CONAB, 2017). O género tem como
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caracteristicas gerais: a formacgéo de touceiras, nas quais se encontram as partes
vegetativas (colmos, folhas, raizes e rizomas) e na maturidade do ciclo vegetativo a
inflorescéncia (panicula); metabolismo tipo C4; semiperenidade; adaptacdo a alta
intensidade luminosa e resgate de CO2 atmosférico. O sistema radicular € composto
por raizes adventicias, formando um complexo fasciculado, com mais de dois metros
de crescimento, com maior distribuicdo nos vinte primeiros centimetros da superficie
do solo. Normalmente sua propagacao € feita por meio de rebolos (toletes) contendo
gemas. Ao serem plantados os toletes se desenvolvem e fixam por meio do sistema
radicular a touceira, representada pela planta principal e os perfilhos. Esta espécie
apresenta colmo cilindrico, com a formacdo de nds e entre nos. As folhas séo
distribuidas sobre estas estruturas. Estas folhas tém forma lanceolada, com a
formacéo de filotaxia oposta, com uma ligacdo membranosa denominada de ligula.
Apresentam sementes pequenas, produzidas em um fruto denominado cariopse cuja
producéo é realizada por sua panicula composta de flores hermafroditas. A producéo
e 0 acumulo de material seco, rico em acucares e lignina, sdo as caracteristicas mais

importantes para a sua exploracéo agricola (ARALDI et al., 2010; LODO, 2013).

O plantio da cana-de-aglcar é realizado em diversas épocas do ano. No
entanto, na regido Centro — Sul a maior parte da lavoura canavieira é plantada entre
setembro e outubro, tendo seu maximo desenvolvimento entre novembro a abril dos
anos seguintes. Porém, com o aumento do consumo de aclcar e etanol, muitas vezes

os plantios séo realizados durante as épocas do outono e inverno (DIAS, 2011).

2.2 A cultura do milho

O milho pertence a divisdo Angiospermae, classe Monocotyledonea, familia
Poacea, género Zea e espécie Zea mays. O centro de origem do milho é o México. A
sua domesticagdo e cultivo ocorreram ha cerca de 10.000 anos por indigenas
amerindios (CARVALHO et al., 2014; CAIRES et al., 2014; MENDES et al., 2016;
PEREIRA et al., 2016). O milho é um dos alimentos mais conhecidos e consumidos
no mundo. As principais caracteristicas da espécie sdo: ciclo anual, habito de
pedunculo Unico; multiplas folhas, ndo forma touceiras; inflorescéncia masculina

(panicula) e feminina (espigas) separadas; sementes com alto valor proteico; planta
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ereta; com baixo ou ausente perfilhnamento; metabolismo C4; adaptagdo a alta
intensidade luminosa e ao resgate de CO:2 atmosférico (MENDES et al., 2016;
PEREIRA et al., 2016).

O milho comumente pode ser dividido em milho comum, em que 0s graos sao
consumidos para a producgéo de alimentos em geral, e em milho pipoca, no qual sdo
produzidos graos em que em contato com altas temperaturas promovem alteracdes
bioquimicas e fisicas que produzem a pipoca. A biologia e os patossistemas que
atacam estas plantas sdo semelhantes, porém, a morfologia de muitas estruturas é

diferenciada, o que permite a visualizagéo de caracteres diferenciados (CATI, 2001).

Lavouras de milho produzem gréos e palha cuja utilizacdo € para alimentacéo
humana e animal, combustivel e producdo de fibras para diversas finalidades. Esta
versatilidade do milho também é verificada na amplitude de sua faixa de cultivo, a qual
estd estendida desde o Equador até areas com clima temperado e em altitudes
superiores a 3.000 m (CAIRES et al., 2014; CARVALHO et al., 2014).

No Brasil, a producdo de milho esteve relacionada com as tribos indigenas
antes do periodo colonial, perfazendo um importante item para a alimentacdo humana.
Atualmente, é cultivada em todas as regibes do pais (CARVALHO et al., 2014;
CAIRES et al., 2014; MENDES et al., 2016).

Melhoramento genético e tecnologias de manejo permitem que o milho seja
um dos mais importantes produtos agricolas do pais. Além disso, é importante ser
frisadas a adaptabilidade e produtividade desta graminea em diferentes climas, solos
e épocas de plantio no pais. Outra qualidade é a adequabilidade do seu ciclo
vegetativo, podendo ser curto (em torno de 90 dias) ou longo (em torno de 120 dias)
(CARVALHO et al., 2014; CAIRES et al.,, 2014). No Brasil, este cereal pode ser
plantado em duas safras, uma no verdo, denominada de primeira safra, e uma
safrinha, cujo plantio é iniciado no final do ver&o ou inicio do outono para ser colhida
no inverno, tanto em condicdes de areas irrigadas ou de sequeiro, acompanhando o
periodo chuvoso do ano (CARVALHO et al., 2014; CAIRES et al., 2014).

O Brasil é o segundo maior produtor mundial de milho, com producéo

estimada para a safra 2017/18 de 26.826,6 milhdes de toneladas de grdos em uma
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area de 5.073,0 milhdes de ha para a primeira safra e 55.354,7 milhdes de toneladas
para a segunda safra, em uma area de cerca de 12 milh6es de ha. Os estados com
maior producao no pais sdo: Minas Gerais (5.395,9 milhdes de ton) e Rio Grande do
Sul (4.827,8 milhdes de ton) para a primeira safra. Ja para a segunda safra, o estado
do Mato Grosso € o maior produtor (28.201,2 milhdes de ton). O restante da producéo
do pais esta distribuida entre os demais estados da federacdo (CONAB, 2018).

2.3 Fitopatdégenos habitantes do solo

Dentre os grupos de fitopatégenos, os que sdo habitantes de solo apresentam
caracteristicas especificas e importantes quanto a viabilidade e a disseminacédo no
campo. De modo geral, os patdgenos habitantes do solo sobrevivem neste por longos
periodos de tempo mesmo na auséncia dos hospedeiros, também formam estruturas
de resisténcia, atacam uma ampla gama de hospedeiros, infectam d&rgéos
subterraneos e caules das plantas, possuem capacidade de competicdo saprofitica e
partes do seu ciclo ocorrem no solo. As principais doengas causadas por esse grupo
de patégenos estao relacionadas com o sistema radicular, tombamento, podriddes de
colo e raiz, murchas e galhas. Em clima tropical, sdo inGmeros os problemas com
estes patdgenos, pois as condi¢des naturais favorecerem as flutuacdes populacionais
e 0 crescimento ao longo do ano das populagbes (MICHERREF et al.,, 2005;
DAGUERRE et al., 2014; GHORBANPOUR et al., 2018).

Esses patdégenos podem ser controlados com o uso de diferentes métodos de
controle. Esses métodos podem ser utilizados isoladamente ou realizar manejo
considerando os aspectos fisicos, quimicos e culturais, bem como as caracteristicas
genéticas do hospedeiro. Métodos alternativos como o controle biolégico também sdo
empregados, tanto em conjunto como isoladamente (DAGUERRE et al.,, 2014;
LALIBERTE et al., 2015; LIZARRAGA-SANCHEZ et al., 2015; GHORBANPOUR et al.,
2018).

O controle biolégico de fitopatbgenos habitantes do solo é reportado na
literatura como uma alternativa eficaz, com alta resiliéncia a intempéries e sustentavel.
Também podem ser destacadas as seguintes caracteristicas destes agentes de

controle: facilidade de serem isolados dos solos, sobrevivéncia em materiais
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organicos e formacao de estruturas de resisténcia. Diversos sao os géneros de
microrganismos que podem ser utilizados como agentes de biocontrole de
fitopatogenos habitantes do solo dentre estes, destacando-se, principalmente,
espécies dos géneros Bacillus e Trichoderma (LIZARRAGA-SANCHEZ et al., 2015;
GHORBANPOUR et al., 2018).

2.3.1 Doencas da cana-de-acucar

Carvao (Sporisorium  scitamineum), ferrugem marrom (Puccinia
melanocephala), mancha amarela (Mycovellosiella koepkey), mancha ocular
(Bipolaris sacchari), mancha parda (Cercospora longipes) e a podridao abacaxi (T.
paradoxa) sdo as doencas fungicas mais comuns na cultura da cana-de-aclUcar no
Brasil (TOKESHI, 1997; SANTOS, 2013; CHAPOLA et al., 2014).

O género Thielaviopsis € um grupo de fungos pertencente a divisao
Ascomicota, classe Sordiales, ordem Microascales e familia Ceratocystidaceae. Este
género inclui varios patdgenos agricolas importantes, como Thielaviopsis basicola,
Thielaviopsis ethacetica, Thielaviopsis parasitica, Thielaviopsis fimbriata e T.
paradoxa. A podriddo abacaxi da cana-de-agUcar tem como agente etiolégico T.
paradoxa (De Seynes), fase imperfeita do fungo Ceratocystis paradoxa (De Seynes)
Dade. A forma anamorfa deste fungo € mais encontrada nas condicdes brasileiras de
cultivo, exceto alguns relatos em canaviais no estado de Séao Paulo (RAID e ROTT,
2013). Este fungo pode parasitar inUmeras espécies vegetais, sendo mais ocorrente
em Ananas spp.; Cocus spp.; I[pomoea spp.; Musa spp.; Theobroma spp. e Saccharum
spp. (FIRMINO e FURTADO, 2014).

Thielaviopsis paradoxa, fitopatdgeno habitante do solo, na fase anamorfica
produz microconidios com tamanho de 10-15 x 3,5-5,0 um, ligeiramente ovais,
usualmente hialinos, eretos, formados no interior do conidiéforo e eliminados de
maneira blastica; tornando-se escuros com a maturidade; e macroconidios que
apresentam tamanho de 80 x 4-5 um, sdo escurecidos. Na fase teleomorfa séo
produzidos peritécios com ascas clavadas (7-10 x 2,5 um), sendo 0s ascOsporos
eliminados em massa hialina ou levemente rosada. Isolados de T. paradoxa

apresentam limites de temperatura entre 10 e 34°C e de pH préximo a 3 e 9, bem
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amplos para o seu desenvolvimento e crescimento. Porém, em cana-de-agucar, as
épocas de clima ameno do ano (médias de temperatura do ar proximas aos 20°C) séo
as mais adequadas para a ocorréncia da doenca. Segundo Gheller (1995), nos
periodos de temperatura mais amena as gemas de cana-de-acucar tendem a iniciar
sua brotacdo mais tardiamente. Este fator € crucial para o ataque do T. parodoxa em
areas de plantio com cana-de-agucar, permitindo que o fungo seja mais efetivo em

suas funcdes parasitarias (TOKESHI, 1997).

Os efeitos parasitarios deste fungo iniciam logo apds o contato com o
hospedeiro. Este contato ocorre por meio de ferimentos na planta, principalmente
através da mecanizacéao utilizada no plantio ou por ferimentos causados por insetos,
como Diatraea. Em ambos os métodos os propagulos do fungo estéo aderidos ao solo
ou ao corpo do inseto, entrando em contato com os tecidos da planta (LODO, 2013;
FIRMINO e FURTADO, 2014). Apés esta fase ocorre a producdo de enzimas
degradadoras de tecidos e outras substancias relacionadas ao parasitismo e estas

liberam um odor de abacaxi amadurecido nas touceiras de cana-de-acuUcar atacadas.

O fungo coloniza os vasos da planta e provoca um bloqueio temporario no
crescimento, os colmos afetados apresentam cor avermelhada a preta. Dentre as mais
importantes substancias produzidas por este fungo destaca o acetato de etila por sua
grande producéo. Esta substancia é um éster (C4HsO2) com caracteristica de solvente,
que deteriora os tecidos da cana-de-aclUcar, degradando os acuUcares e outras
substancias organicas presentes. Esta substancia é a principal causadora da
mudanca de coloracdo dos colmos (resposta de resisténcia das plantas) e do odor
caracteristico de abacaxi em toletes e colmos de cana-de-aclUcar atacados pelo
patdgeno (BORRASHIDALGO et al., 2005; LODO, 2013). O parasitismo dos colmos
promove, nos toletes ou gemas, o apodrecimento dos mesmos antes de emergéncia
ou originando plantas debilitadas. O ataque em toletes de cana-de-aglcar pode
reduzir em até 50% a brotacdo e em até 42% a produtividade de colmo (LODO, 2013;
CHAPOLA et al., 2014).

O controle desta doenca, na maioria dos cultivos, é realizado por meio da
aplicacao de fungicidas nos toletes e no solo, plantio de variedades que emergem
mais rapido e vigorosamente e a evasao de areas com infestadas nas épocas amenas

do ano. No entanto, tém-se observado, em muitas areas de plantio que tais métodos
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nao estdo sendo eficazes no controle deste fungo (CHAPOLA et al., 2014). Desta
maneira, a busca por métodos alternativos, como o de agentes de biocontrole, vem

sendo realizada para diminuir os efeitos deste patdgeno nas areas de plantio.

Ha poucos relatos demonstrando o éxito do controle alternativo de T.
paradoxa em plantios de cana-de-acgucar. Eziashi et al. (2006/2007) descreveram o
biocontrole do fungo com o uso de cepas de Trichoderma spp., e também, o uso desse
antagonista em associacdo com o benomyl. Além disso, o emprego do benomyl em
associagdo com o extrato cru de dendé (EZIASHI et al., 2010a) e a utilizacdo de
lipoproteinas extraidas de Trichodema (EZIASHI et al., 2010b). Ferreira et al. (2008)
e Lodo (2011) relataram a utilizacao de fungicidas associado a evaséo de épocas mais
frias do ano, como sendo um importante ponto a ser seguido no manejo deste fungo
em plantios de cana-de-acUcar. Brandi (2015) descreveu a efetividade de cepas de

Bacillus spp. no controle do patégeno.

2.3.2 Doencas do milho

Uma gama de fitopatdogenos atacam as plantas de milho em diversos estagios
fenologicos, desde a emergéncia das plantulas até o armazenamento de gréos e
sementes. Cercosporiose (Cercospora zea-maydis e Cercospora sorghi f. sp. maydis);
ferrugem (Puccinia polysora e Puccnia sorghi), helmintosporiose (Bipolaris maydis),
antracnose (Colletotrichum graminicola), podriddes de colmo e raizes (Fusarium spp.,
C. graminicola, Stenocarpella maydis e Stenocarpella macrospora), podriddes
bacterianas (Pseudomonas spp. e Erwinia spp.), viroses (Maize Rayado Fino Virus,
Maize Dwarf Mosaic Virus e Sugar Cane Mosaic Virus), nematoses (Pratylenchus spp.,
Meloidogyne spp. e Xiphinema spp.), gréos ardidos e podriddes em sementes e
espigas (Stenocarpella spp., Fusarium spp., Aspergillus spp. e Penicillium spp.) estdo
entre as doencas mais importantes do milho no Brasil (REIS et al., 2004; MACHADO
et al., 2013; LIZARRAGA-SANCHEZ et al., 2015).

Dentre estes patdgenos, pode ser destacado o género Fusarium como sendo
importante por sua agressividade a cultura. Fusarium spp. podem ser patogénicas em

diversas fases da planta. Este género pode causar damping-off; podriddes de colo,
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raiz e colmo; manchas foliares e graos ardidos no milho (MACHADO et al., 2013;
LIZARRAGA-SANCHEZ et al. 2015; NGUYEN et al., 2017).

Como patégeno de sementes em milho, o fungo F. verticillioides é relatado
em diferentes artigos sendo responsavel, dentre outros, por problemas de emergéncia
nos cultivos com esta graminea. Este fator estd relacionado ao fato deste fungo
apresentar alta sobrevivéncia no solo como sapréfita, também s&do produzidas
estruturas de resisténcias e sua transmissao para as sementes pode ocorrer de varias
maneiras. Outro importante fator é o fato deste fungo poder ser encontrado como
endofitico em plantas de milho, em muitos casos sem causar sintomas e podendo ser
transmitido para as sementes, plantas do entorno destas e graos. Os gréos infectados
com este fungo séo classificados como gréos ardidos e sua utilizacao na alimentacao
humana e animal causa problemas de saude por causa das micotoxinas produzidas
por este fungo, dentre estas as fumomisinas, causadoras de diversas patologias em
animais e humanos (MACHADO et al., 2013; LIZARRAGA-SANCHEZ et al., 2015).
Existem no mercado diversas moléculas sintéticas que podem ser utilizadas no
tratamento de sementes de milho contra F. verticilliodes. No entanto, tem sido descrito
na literatura que algumas populacdes deste fungo tém apresentado um aumento na
resisténcia a estes fungicidas (MACHADO et al., 2013). Sendo entdo necessarias
pesquisas com a utilizacdo de métodos alternativos de controle deste patégeno
(LIZARRAGA-SANCHEZ et al., 2015).

2.4 Uso de microrganismos ha agricultura

Microrganismos podem ser utilizados na agricultura de maneira racional
promovendo processos bioldgicos benéficos. Dentre os processos, podem ser
destacados o controle bioldgico e a promocao de crescimento de plantas (WU et al.,
2015; RAZA et al., 2016).

O controle biolégico de doencas de plantas esta baseado na utilizagdo de
agentes de biocontrole (organismos capazes de causar disturbios em outros
organismos), por meio de uma relacdo intima, dinamica e dependente de diversos
fatores bidticos e abioticos. De acordo com Chowdhury et al. (2015), Wu et al. (2015)

e Raza et al. (2016) as principais agoes, diretas e indiretas, de biocontrole e promocéo
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de crescimento vegetal sdo devidas seguintes carcteristicas: antibiose, competicéo,
parasitismo, predacao, hipoviruléncia, inducdo de resisténcia, assimilagdo de
nitrogénio, solubilizacdo de fosfatos, producdo de sideroforos e hormoénios de

crescimento.

Diversos sao 0s géneros microbianos habitantes de solo utilizados como
agentes de biocontrole de fitopatdgenos e promocdo de crescimento vegetal.
Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Xanthomonas, Acetobacter, Klebsiella,
Pseudomonas, Burkholderia, Herbaspirillum, Paenibacillus, Microbacterium,
Trichoderma, Pocchonia e Clonostachys sdo os géneros mais estudados (BANIK et
al., 2016; GUPTA et al., 2016).

2.4.1 Bacillus spp. como promotoras de crescimento de plantas e antagonistas

a fitopatdégenos habitante do solo

O género Bacillus pertence a classe Bacilli, filo Firmicutes e Reino Bacteria.
Sao bactérias Gram positivas, correspondendo a um grupo altamente heterogéneo de
espécies com caracteristica marcante de aerobiose. Apresentam células na forma de
bastonetes, de tamanho entre 0,5 x 1,2 um até 2,5 x 10 um, com motilidade variavel,
produtoras de biofilme e habitam diversos nichos como solo, géneros alimenticios ou
adgua. (EARL et al., 2008; RAZA et al., 2016; WU et al., 2015). Bacillus spp. podem ser
aerobias, facultativas ou anaerobias; tendo como caracteristica marcante a producéo
de endésporos a partir de mecanismos desencadeados por fatores fisicos ou
guimicos, como por exemplo altas temperaturas e alguns produtos quimicos (EARL et
al., 2008; LANNA FILHO et al., 2010; XU et al., 2016).

As funcdes biologicas gerais desse grupo de organismos séo: reciclagem de
matéria orgéanica, promocdo de crescimento de plantas e controle biolégico de
microrganismos (EARL et al., 2008; CAWOQY et al., 2014; MARTINS et al., 2015; RAZA
et al., 2016; XU et al., 2016). Dentro do género Bacillus existem espécies que agem
como agentes de promocdo de crescimento vegetal em razdo das seguintes
caracteristicas: producdo de hormonios vegetais, compostos antimicrobianos e

sideroforos; assimilacdo e solubilizagdo de nutrientes (ARAUJO e GUERREIRO,
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2010; MAZZUCHELLI et al., 2011; BAYSAL e TOR, 2014; SIVASAKTHI et al., 2014,
WU et al., 2015).

Esses servicos bioldgicos sdo realizados por meio do metabolismo natural de
isolados de Bacillus podendo ser Uteis aos vegetais. Tais processos de afinidade entre
isolados de Bacillus e vegetais sao iniciados pela liberacdo pelos vegetais de
exsudatos ricos em acucares, acidos dicarboxilicos e aminoacidos, além de grande
variedade de metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas. Os exsudatos
formam um ambiente atrativo para isolados de Bacillus e para outros microrganismos
presentes no ambiente, no qual as plantas se desenvolvem. Este quadro alimentar é
continuado enquanto as condicGes forem satisfatérias, propiciando a multiplicacéo e
colonizacéo por microrganismos (SIVASAKTHI et al., 2014; CAMPOS, 2010).

Bacillus spp. podem ser encontradas endofiticamente no interior de tecidos
vegetais, na rizosfera (rizosférico), dentro (epifitico) e sobre (filoplano) os vegetais
(HASSAN et al., 2010; WU et al., 2015). Este € um dos mais importantes grupos de
microrganismos utilizados comercialmente para promocéao de crescimento vegetal e o
biocontrole de fitopatégenos (KUNDAN et al., 2015; GUPTA et al., 2016; XU et al.,
2016).

Mecanismos biol6gicos em vegetais podem ser promovidos, direta ou
indiretamente, por isolados de Bacillus. Tais mecanismos podem gerar uma melhor
adaptacao dos vegetais ao ambiente. Além disso, podem ser efetivos na producéo de
enzimas liticas que degradam compostos organicos complexos em moléculas
menores e com melhor absor¢cao pelas plantas de diversos nutrientes, principalmente
0s macronutrientes. Também podem ser efetivos na promocéo da ligacdo de efetores
gue sao os indutores de resisténcia sistémica dos vegetais, tornando-os assim ativos
para defesa das plantas contra o ataque de patdégenos (WU et al., 2015; BAYSAL et
AL., 2014; GUPTA et al., 2016).

As caracteristicas diretas de promoc¢ao de crescimento vegetal séo: producao
de hormoénios vegetais e sideroforos e promocdo da assimilacdo e solubilizacdo de
nutrientes. E como caracteristicas indiretas: inducdo de resisténcia e acao contra
microrganimos patogénicos (BAYSAL et AL., 2014; KUNDAN et al., 2015; WU et al.,
2015; GUPTA et al., 2016; XU et al.,, 2016). As principais espécies de Bacillus
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reconhecidas como agentes promotores de crescimento sdo: Bacillus subtilis, Bacillus
amyloliquefaciens, Bacillus pumilus e Bacillus firmus. Isolados de Bacillus podem ser
efetivos para a promocédo de crescimento em cana-de-acucar, milho, soja, arroz e
feijdo entre outras culturas agricolas (MARIANO et al., 2004; CHOWDHURY et al.,
2010; DORIGHELLO et al., 2014; FERREIRA, 2015; MARTINS et al., 2015; WU et al.,
2015).

Também € importante o biocontrole de fitopatdgenos realizado por diversos
isolados de Bacillus. Sua eficacia é descrita em trabalhos na literatura mundial, onde
isolados apresentaram uma ou mais caracteristicas desejaveis a um agente de
controle biologico (CAWOY et al., 2014; CHOWDHURY et al., 2015; MARTINS et al.,
2015; RAZA et al., 2016). Muitos isolados de Bacillus apresentam caracteristicas de
producédo de substancias inibidoras de determinados grupos de fitopatégenos (LANNA
FILHO et al, 2010; CAWOQY et al., 2014; DORIGHELLO et al., 2014). Diversos autores
relataram a efetividade de isolados de Bacillus contra fitopatdgenos, inclusive aos que
sdo habitantes do solo. As espécies de Bacillus mais utilizadas para o controle de
fitopatdogenos sdo: B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. pumilus, B. firmus, B. insolitus;
B. methylotrophicus e B. megaterium (EARL et al., 2008; DORIGHELLO et al., 2014;
FERREIRA, 2015; MARTINS et al., 2015; WU et al., 2015; RADHAKRISHNAN et al.,
2017). A efetividade de Bacillus sobre os seguintes géneros: Sclerotinia, Sclerotium,
Fusarium, Thielaviopsis, Cercospora, Alternaria, Botrytis, Colletotrichum,
Micosphaerella, Sphaerotheca, Rhizoctonia, Cryptosporiopsis, Uncinula, Pyricularia,
Pythium, Phytophthora, Erwinia, Ralstonia, Xanthomonas, Meloidogyne e
Pratylenchus é relatada por Martins et al. (2015); Wu et al. (2015); Gupta et al. (2016);
Le et al. (2018) e Reis et al. (2018) entre outros.

Isolados de B. subtilis e B. amyloliquefaciens reduziram, em condi¢cdes
controladas, a severidade de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens em
feijoeiro (MARTINS et al., 2015). Também foi descrito a efetividade de isolados de B.
subtilis e B. pumilus no controle de Phakopsora pachyrhizi em soja (DORIGHELLO et
al., 2014).

No Brasil, existem produtos registrados junto ao Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento a base de Bacillus com as recomendacdes de controle de

fitopatdogenos do solo. B. firmus é registrado para controle de Meloidogyne javanica,
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Meloidogyne incognita e Pratylenchus brachyurus; B. subtilis para o controle de
Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum, P. brachyurus; e B. methilotrophicus para
o controle de M. incognita e P. brachyurus (BRASIL, 2018).

2.4.2 Controle biolégico de doencas e promocéao de crescimento da cana-de-

acucar promovidos por isolados do género Bacillus

Em cana-de-acucar, os estudos com microrganismos para promocao de
crescimento € realizada por diversos grupos de pesquisa que preconizam 0 USO
espécies de rizobactérias promotoras de crescimento (PRPG) do grupo das
diazotréficas (MARIANO et al., 2004; SANTOS et al., 2012; SILVA et al., 2015). Essas
bactérias tém boa relagdo com plantas de cana-de-aclcar e podem promover
resultados eficientes para a cultura. Sdo exemplos de PRPGs: Acetobacter,
Pseudomonas, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Burkholderia e Herbaspirillum
(CANUTO, 2008; CAMPOS, 2010; CHAVES et al., 2015; HASSAN et al., 2015; JOSHI
e JOSHI, 2017). Existem varios isolados de Bacillus recomendados para promocéo
de crescimento vegetal em cana-de-acucar, em razdo de diversas caracteristicas,
como a assimilacdo de nitrogénio, a solubilizacdo de fosfato e a producdo de

fitohormonios.

Isolados de B. subtilis apresentaram caracteristica de fixar o N atmosférico e
disponibilizar este nutriente para plantas de cana-de-acUcar (GARLI et al., 2014).
Baldini et al. (2005) descrevem, em uma revisdo bibliografica, que populacdes
indigenas de Bacillus podem ser manejadas nos solos brasileiros para favorecer essa
caracteristica. Santos et al. (2012) afirmaram que isolados de Bacillus permitiram
absorcdo de outros nutrientes pelas plantas (fésforo e enxofre) e promoveram
melhores condicdes fisiologicas em resposta as condi¢cdes de estresse salino. Santos
et al. (2017) descreveram que algumas variedades de cana-de-agUcar respondem
bem a presenca de Bacillus sp., com aumento da quantidade de N em sua biomassa.
Chauanan et al. (2012) e Santos et al. (2012) afirmaram que a utilizacdo de
determinados isolados de Bacillus spp. permitiram melhor abastecimento de fésforo
para plantas de cana-de-acucar, elevando sua biomassa. Estes autores comprovaram

a informacéo, apos testarem por meio de testes bioquimicos in vitro e in vivo (na
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presenca de mudas de cana-de-acucar), isolados de Bacillus obtidos de diversas
fontes (solos e plantas). Campos (2010) descreve incremento em mudas de cana-de-
acucar na presenca de isolados de Bacillus spp. Este aumento esta relacionado a
producdo de auxina por esses microrganismos. A resisténcia a estresse salino
também é relatada em plantas de cana-de-acucar na presenca de isolados de Bacillus
spp. (GARLI et al., 2014).

2.4.3 Controle biolégico de doencas e promocao de crescimento da milho

promovidos por isolados do género Bacillus

Wu et al. (2005) descreveram que a inoculacdo de isolados Bacillus spp.
favoreceu um melhor aproveitamento de nutrientes do solo. Lizarraga-Sanchez et al.
(2015), testando diferentes isolados de Bacillus spp. provenientes de areas de plantio
com milho, afirmaram que houve um acréscimo produtivo de plantas de milho.
Kulimushi et al. (2017) verificaram que plantas de milho tratadas com B.
amyloliquefaciens subsp. plantarum, na presenca de Rhizomucor variabilis,

desenvolveram melhor que a testemunha.

Isolados de Bacillus podem ser utilizados, segundo relatos da literatura, como
agentes de biocontrole, direto ou indireto, de microrganismos fitopatogénicos ao milho
(WU et al., 2005; LIZARRAGA-SANCHEZ et al., 2015; KULIMUSHI et al., 2017).
Kulimushi et al. (2017) descreveram a efetividade de diferentes isolados de Bacillus
sp. contra R. variabilis, na qual isolados de B. amyloliquefaciens subsp. plantarum
promoveram o aumento de enzimas de defesa nas plantas, produziram substancias
antagonicas a este fungo e ainda foram efetivas na promocao de crescimento vegetal.
Pereira et al (2011) e Lizarraga-Sanchez et al. (2015) afirmaram que isolados
indigenas de Bacillus spp. podem ser Gteis para o biocontrole de F. verticilliodes em
plantulas de milho, reestabelecimento da sanidade e fisiologia de sementes e

plantulas desta graminea.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Localizacdo dos experimentos, dados climaticos e solo trabalhado

Os ensaios foram desenvolvidos no Laboratério de Microbiologia Ambiental e
casa-de-vegetacdo pertencentes a Embrapa Meio Ambiente, Jaguaritna — SP. O
clima da localidade é descrito como Cfa, com temperatura média de 19.9 °C e umidade
média em torno de 80%.

Em todos os ensaios in vivo foi utilizado um Latossolo Vermelho Amarelo com
as seguintes caracteristicas quimicas e fisicas (0—20 cm): pH em 4gua = 5,8; Matéria
organica = 25,5 g kg™'; P = 3,5mg cm™3; K = 1,51, Ca = 27,5, Mg = 8,5, Al=1, H = 35;
Condutividade Elétrica = 73,5 mmol dm=3; SB% = 50,8 e argila = 450 g kg™".

3.2 Organismos trabalhados

Os 162 isolados de Bacillus spp. utilizados no presente estudo (BETTIOL,
1988) foram reativados em meio Batata-Dextrose-Agar (BDA), com incubacdo a
28+2°C, por 48 h no escuro. Também foi utilizado o biofungicida a base de Bacillus

subtilis QST 713 (Serenade®, Bayer© San Felipe, México) para 0s ensaios in vivo.

O isolado de T. paradoxa (CMAA 1194) foi multiplicado em placas de Petri
contendo meio BDA e foram mantidas a 25+2 °C, no escuro por oito dias. A suspenséo
de esporos foi obtida transferindo 5 ml de agua de torneira esterilizada para cada placa
e a sua superficie foi raspada com al¢a de Drigalski. A suspenséo foi homogeneizada
e a concentracdo de 10° conidios/mL calibrada em hematocitdmetro. Foi testada a
patogenecidade deste isolado inserindo palitos de dente previamente colonizados
pelo fungo em toletes de cana-de-agucar livres do patdgeno, estes foram incubados
em camara umida (25° C, no escuro e por 4 dias) e pode-se verificar a patogenecidade

deste por meio do postulado de Koch.

O isolado de F. verticillioides utilizado foi o F405 (CNPMS), proveniente de
Manaus — AM e referenciado por Lanza et al. (2014). Quando necessario este isolado
foi multiplicado em placas de Petri contendo BDA e mantidas a 25+2 °C, no escuro,
por oito dias. A suspenséao de esporos foi obtida transferindo 5 ml de agua de torneira
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esterilizada para cada placa e a sua superficie foi raspada com al¢ga de Drigalski. A
suspenséo foi homogeneizada e a concentracdo de 10° conidios/mL calibrada em
hematocitbmetro para uso logo ap6s o seu preparo. A patogenecidade do isolado F.
verticillioides F405 foi constatada em milho comum e milho pipoca. Para este teste,
uma suspensao de conidios foi utilizada para infestacdo do solo na concentragéo de
10° conidios/g de solo. Em seguida, foram semeadas dez sementes de milho em cada
vaso, com quatro repeticdes para cada isolado, onde cada repeticdo correspondia a
um vaso. Apods 10 dias da semeadura, as plantulas foram retiradas dos vasos, lavadas
e uma seccao de 1 cm de comprimento foi feita no colo de cada planta. Estes
fragmentos foram desinfestados em NaClO (1% por 2 minutos), transferidos para
placas de Petri contendo BDA e incubadas em BOD por cinco dias, a 25+2 °C, com
12 h de luz. Apés este periodo foi avaliada a porcentagem de incidéncia de F.
verticillioides nos fragmentos. Também foi analisada a capacidade deste isolado em
causar os sintomas caracteristicos desta patologia nas plantulas de milho trabalhadas
(Machado et al., 2013).

As variedades de milho utilizadas foram: o milho comum AL Bandeirante, com
ciclo semiprecoce (130-140 dias) e produtividade média de 7.000 kg/ha e a de milho
pipoca a IAC 367 que tem como caracteristica o ciclo precoce (90-100 dias) e
produtividade média de 4.000 kg/ha (CATI, 2001). A variedade de cana utilizada foi a
RB92579 que apresenta as seguintes caracteristicas: Otima produtividade,
perfilhamento e brotagdo de soca, fechamento entre linha e colheitabilidade, porte
semiereto, eficiente no uso da agua, boa producdo de sacarose e resisténcia a

escaldadura das folhas e resisténcia moderada ao carvao (RIDESIA, 2010).

3.3 Selecédo dos isolados de Bacillus spp. com base na producédo de metabdlitos

promotores de crescimento, assimilacéo e solubilizacdo de nutrientes

Para a realizacdo dos testes de producdo de acido cianidrico (HCN), acido
indolacético (AIA) e sideréforos (SID); solubilizagéo de fosfato (FOSF), assimilacéo de
nitrogénio (AN) e catalase (CAT), os isolados de Bacillus foram previamente crescidos

em Tripticaseina-Soja-Agar (TSA) a 28°C por 96 h no escuro.
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Para avaliar a produgéao de HCN, discos de 5 mm de diametro de TSA com o
crescimento dos isolados de Bacillus foram transferidos para Placas de Petri contendo
meio TSA autoclavado, diluido 10 vezes e acrescido de 15 g de agar por litro de agua
destilada. Na outra face da placa de Petri foi colocado um disco de papel de filtro
saturado com solucdo de acido picrico (0,5% v/v) e Na2COs (2,0% p/v). As placas
foram vedadas com plastico-filme, invertidas e incubadas a 28°C por 24 h no escuro.
A mudanca da coloracéo do papel de filtro de amarelo para marrom-alaranjado, apés
o tempo de incubacéo, indicava a producdo de HCN (MISHRA e ARORA, 2012).

Para avaliar a produgdo de AIA foi adicionado 1,021 g L de L-triptofano no
meio TSA modificado (mesma condi¢do do paragrafo anterior), este foi autoclavado e
vertido em placas de Petri esterilizadas. Em seguida, discos de 5 mm de diametro de
TSA, com o crescimento dos isolados de Bacillus spp. foram transferidos para o centro
das placas e essas foram incubadas a 28°C por 24 h no escuro. Posteriormente, foram
colocados no interior das placas de Petri discos esterilizados de membrana de
nitrocelulose saturada com a solucdo de Salkowski (1 mL de solucdo de FeCls.6H20
0,5 mol L em 50 mL de HCIO4 35,0%). Os isolados que formaram um halo
avermelhado na membrana foram considerados produtores de AIA (CAMPOS, 2010;
QUECINE, 2014);

A solubilizacéo de fosfatos foi avaliada utilizando o meio de cultura NBRIP
autoclavado [10,0 g de glicose, 5,0 g de MgCl2.6H20, 0,25 g de MgS04.7H20, 0,2 g
de KCI, 0,1 g (NH4)2S04), 50 g de Ca3(PO4) e 15 g de agar para cada 1000 mL de
agua destilada] (NAUTIYAL, 1999). Foi avaliado um isolado por placa, esta foi
incubada a 28°C, por 7 dias e no escuro. Como resultados positivos para esta
caracteristica foi considerada a formacdo de um halo transparente em volta das
colonias de Bacillus (CAMPOS, 2010; MISHRA e ARORA, 2012);

Para a avaliacédo da assimilacéo de nitrogénio foi empregado o meio de cultura
NFB autoclavado [5,0 g de acido malico; 0,5 g de K2HPOg4; 0,2 g de MgS04.7H20; 0,19
de NaCl; 0,002 g de CaCl2.2H20; 2 mL de solugdo de micronutrientes (0,04 g de
CuS04.5H20; 1,20 g de ZnS04.7H20; 1,40 g de H3BOs; 1,00 g de Na2M00O4.2H20 e
1,175 g de MnS0O4.H20 para cada 1000 mL de agua destilada), 2 mL de azul de
bromotimol (solucdo de 0,5% em 0,2 N de KOH); 4 mL de FeEDTA (solucéo 1,64%),

1 mL de solucao de vitaminas (10 mg de biotina; 20 mg de piridoxol - HCI dissolvidos
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em banho-maria e com o complemento com agua destilada até completar o volume
de 100 mL de solucéo) e 4,5 g de KOH]. Os reagentes foram adicionados na ordem
descrita em Becker com capacidade de 2000 mL, o pH foi ajustado para 6,5 a 6,8 com
a adicdo de NaOH e foi completado o volume da solucédo para 1000 mL com agua
destilada (DOBENREINER et al., 1995). A solugao foi preparada com utilizagao de um
agitador, adicionando 10 g de agar por litro e foi colocada um alicota de 5 mL em
frascos de penicilina com capacidade de 15 mL. Estes frascos foram fechados com
um tampao de algodao e gaze. Estes conjuntos foram autoclavados (121 °C, 1 atm
por 20 minutos) e, posteriormente, quando resfriados em temperatura ambiente foram
colocados em ambiente asséptico e para cada frasco foram transferidos 100 pl de
suspensao de Bacillus, previamente crescido por 24 h a 28°C em TSA diluido 10 vezes
com o acréscimo de 15 g de agar por litro de agua destilada (CAMPOS, 2010;
QUECINE, 2014). Os fracos foram incubados em BOD por dez dias a 28°C, no escuro
e avaliados de acordo com a metodologia proposta por Quecine (2014). Nesta
avaliacao foram identificados isolados produtores de crescimento entre o terco médio
e inferior da coluna do meio semisolido evidenciando assim a assimilacdo de
nitrogénio (CAMPQOS, 2010).

Para o teste de identificacdo da producado de sideroforos, foi utilizado 100 pl
de suspensédo de crescimento dos isolados de Bacillus, previamente crescido TSA
modificado e autoclavado, com as seguintes condi¢cdes de incubacédo: temperatura de
28°C, por 24 h, no escuro e em agitacdo constante a 400 rpm. Os isolados de Bacillus
foram transferidas para meio liquido KB (20,0 g de Proteose Peptona n° 3; 1,5 g de
K2HPOg; 1,5 g de MgS0a4.7H20; 15 mL de glicerol e 1000 mL de agua destilada) e
incubados a 28°C por 24 h, no escuro e em agitacdo constante a 400 rpm. Apds este
periodo, adicionou-se 1 mL das culturas em microtubulos estes foram centrifugados
durante cinco minutos a aproximadamente 9500 rpm (DOBEREINER et al., 1995). Em
seguida, 100 pl do sobrenadante de cada cultura foram adicionados a pocos de
microplacas juntamente com 100 ul do reagente Cromo Azurol (CAS). O CAS foi
preparado misturando de 7,5 mL da solucdo A (12,2 mg de Cromo Azurol S e 10 mL
de 4gua deionizada) a 1,5 mL da solucéo B (84 mL de HCI concentrado; 100 mL de
agua deionizada e 27 mg de FeCl3.6H20). Depois a solu¢do produzida anteriormente
foi adicionada a solucéo C (21,9 mg de HDTMA e 25 mL de &gua deionizada morna)

juntamente com a solucéo D (4,307 g de piperazina anidra, 40 mL de agua deionizada
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e ajustado o pH para 5,6 com HCI) e por fim o volume desta solu¢ao foi completado
para 100 mL com a adi¢do de agua deionizada (RIBEIRO, 2010). Apdés trinta minutos
da agregacao entre o CAS com a cultura dos isolados de Bacillus avaliou-se a
presenca da coloracdo alaranjada ou amarelada das amostras, apontando assim a
producéo de sideréforos pela cultura. Para controle negativo foi usado o meio KB, sem
in6culo (RIBEIRO, 2010).

O teste de catalase foi procedido utilizando placas de Elisa, nas quais foram
depositados 0,5 mL de peridoxido de hidrogénio e 100 pl de suspenséo de crescimento
de Bacillus (crescido por 24 h a 28°C em TSA no escuro). Os isolados foram
classificados como positivos para esta caracteristica quando houve a formacéo de
bolhas (ROMEIRO, 2001; MARINGONI, 2010).

Os testes de selecdo dos isolados com base na producdo de metabdlitos
promotores de crescimento, assimilacdo e solubilizacdo de nutrientes, producdo de
horménios e sideroforos apresentaram resultados positivo (+) e negativos (-). Também
foram realizados os testes de média em funcdo do numero de isolados de

apresentaram resultados positivos para cada uma das varidveis em questao.

3.4 Selecédo dos isolados de Bacillus com base no biocontrole de fitopatogenos

3.4.1 Selecdo de isolados antagdnicos a T. paradoxa

A inibicdo do crescimento micelial in vitro de T. paradoxa com a utilizacdo dos
162 isolados Bacillus foi avaliada por meio da técnica de pareamento. Para uma das
extremidades de placas de Petri contendo BDA foram transferidos discos de 0,5 cm
de didmetro do crescimento dos isolados de Bacillus. Em seguida, as placas foram
incubadas por 48 h, com a temperatura de 25°C sob fotoperiodo de 12 h. Depois da
incubacgéo, foram transferidos discos de 0,5 cm de diametro contendo micélio de T.
paradoxa na outra extremidade da placa e novamente incubadas a temperatura de
25°C, por 72 h e sob fotoperiodo de 12 h. Apos este processo foi avaliada a inibicao
do crescimento do fitopatdbgeno pelos isolados de Bacillus. Foi calculada a

porcentagem de inibicdo do crescimento micelial de T. paradoxa em funcdo da
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testemunha absoluta. Também foram atribuidas notas de inibicdo do crescimento
micelial de T. paradoxa: <25,0% de inibicdo (+); entre 25,1-75,0% de inibicdo (++) e

mais que 75,1% de inibicao (+++).

Os isolados de Bacillus spp. foram selecionados dentre os 162 testados, por
meio da maior frequéncia de resultados positivos para os atributos: metabdlitos
promotores de crescimento; assimilacéo e solubilizacdo de nutrientese; e inibicdo do

fitopatdogeno. Os isolados selecionados foram usados nas préoximas fases.

Os isolados de Bacillus spp. (AP-03, AP-12, AP-61, AP85, AP-88, AP-106,
AP-115, AP117, AP-165, AP-210, AP-240 e AP-512) selecionados foram avaliados
guanto a inibicdo do crescimento micelial, com a utilizacdo do delineamento
inteiramente casualizado, sendo realizada o teste estatistico da ANOVA e teste de
Tukey para a andlise das médias.

Também foi avaliada a inibicdo da germinacao de conidios de T. paradoxa por
meio da mistura de uma suspenséo de Bacillus com uma suspensédo de conidios do
fungo. Para a obtencdo da suspensdo de células, os isolados de Bacillus foram
inoculados no meio TSB (agitacdo constante de 400 rpm, pelo periodo de 24 h, na
temperatura de 28°C e no escuro) e depois a suspensdo foi padronizada em 108
UFC/mL, sendo esta equivalente a ODsso= 0,1 para cada isolado em separado. A
suspensdao de T. paradoxa foi obtida em col6nias deste fungo previamente crescidas
em BDA (cinco dias, temperatura de 25°C, por 72 h e com fotoperiodo de 12 h) em
gue foram colocados 10 mL de agua estéril em cada placa, esfregados com alca de
Drigaslki e filtrados em gaze. Esta suspensdo de T. paradoxa foi calibrada em
hemacitémetro (2,0x10° conidios/mL). Foram colocados 1 mL de cada suspens&o em
microtubulos de 3,0 mL. Esta suspenséo foi incubada em BOD a 25°C, por 48 h e com
fotoperiodo de 12 h. Ap6s este periodo foram analisados 100 conidios em cada
repeticdo, registrando o numero dos conidios germinados ou ndo germinados com o
auxilio de hemacitdmetro. Foram realizadas quatro repeticbes para cada isolado. Os
valores obtidos foram transformados em porcentagem de inibicdo em fungéo do
controle. Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado, realizada ANOVA e

teste de Tukey para a comparacao das médias.
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3.4.2 Selecdo de isolados antagdnicos a F. verticillioides

A inibicdo do crescimento micelial e a germinacdo de conidios de F.
verticillioides F405 foram realizadas com a utilizacao dos isolados de Bacillus: AP-03,
AP-12, AP-61, AP85, AP-88, AP-106, AP-115, AP117, AP-165, AP-210, AP-240 e AP-
512.

Para a inibicAo do crescimento micelial foram utilizadas placas de Petri
contendo BDA. Para tal foram transferidos discos de micélio de 0,5 cm de diametro
provenientes de coldnias do isolado de F. verticillioides F405 com sete dias de
crescimento em BDA, no escuro e com temperatura de 252 °C e dos isolados de
Bacillus com dois dias de crescimento em BDA, no escuro e com temperatura de 28+2
°C. Os discos foram mantidos distantes 5 cm entre si. Estas placas foram
acondicionadas em sala climatizada por oito dias, no escuro e com temperatura de
25+2 °C. Para cada isolado foram utilizadas trés repeticdes. A cada 48 h foi mensurado
o crescimento micelial do F. verticilliodes e calculada a taxa de crescimento e o
crescimento total. A férmula utilizada para o calculo da taxa de crescimento foi: TAXA
DE CRESCIMENTO = Z [(D1+D2)/ 2)]J/N (Sendo D1= didmetro médio da colbnia no
transsecto 1; D2= didmetro médio da colbnia no transsecto 2; N= numero de dias

apos a inoculacao).

Para avaliar o efeito dos isolados de Bacillus na germinagéo de conidios, os
isolados foram multiplicados em meio TSB (Tryptic Soy Broth) autoclavado (28+2°C
por 48 h, no escuro, em agitacdo constate de 400 rpm em mesa agitadora). Apds este
periodo, para cada isolado de Bacillus, foi calibrada uma suspensdo com o uso de
espectofotometro (ODsso = 0,1 - 108 UFC/mL). Também foi produzida uma suspencéo
de conidios do isolado F. verticillioides F405 (CNPMS) (108 conidios/mL), obtidas em
placas de Petri provenientes de colbnias com sete dias de cultivo. Em seguida, foi
realizada a mistura destas suspensdes com a adicdo de 10 pl de cada uma sob
laminas de vidro. As laminas foram colocadas no interior de placas de Petri contendo
folhas de papel toalha imido. Foram realizadas quatro repeticfes para cada isolado.
Estes conjuntos foram incubadas em BOD por 24 h. Apés este periodo foram
analisados 100 conidios por lamina e contados o nimero dos conidios germinados.
Os resultados foram transformados em porcentagem de inibicdo em relagdo ao

tratamento controle.
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3.5 Producdo de metabdlitos promotores de crescimento e assimilacdo de
nutrientes

Os proximos testes foram realizados utilizando os isolados AP-03, AP-12, AP-
61, AP-85, AP-88, AP-106, AP-115, AP-117, AP-165, AP-210, AP-240 e AP-512 de
Bacillus. Os isolados foram previamente crescidos em meio TSB, por 48 h, com a
temperatura de 28+2°C e no escuro. Apoés este periodo, uma aliquota de 100 pul de
suspensao de crescimento foi utilizada para inocular cada um dos meios de cultura
nos processos descritos abaixo. Esta suspenséo padronizada em 108 UFC/mL, sendo

esta equivalente a ODsso= 0,1 para cada isolado em separado.

Para a determinacao da producao de AlA os isolados foram incubados a 28+2
°C, por 4 dias a 28+2°C, com a agitacdo constante de 120 rpm, no escuro e em meio
BD acrescido de 100 mg L! de triptofano. Apds quatro dias de crescimento as fases
do material em crescimento foram separadas por centrifugacdo (12.000 rpm por 15
minutos). O sobrenadante foi recuperado da fase solida e colocado em microtubos de
3 mL. O reagente de Salkowski (propor¢cao de 2:1) foi adicionado ao sobrenadante e
a reacado ocorreu na temperatura do ambiente (25°C), no escuro. Depois de 25 min. a
intensidade da coloracao foi avaliada em espectrofotbmetro com o comprimento de
530 nm. As concentracbes de AIA, em mg mL, foram calculadas a partir de uma
equacao: y=2,101x -0,2829; R?=0,91 (OLIVEIRA et al., 2012).

A solubilizacéo de fosfato foi avaliada por meio da utilizacdo do meio NBRIP
(descrito anteriormente), sem a adicdo de Agar, por 7 dias, com a temperatura de
28+2°C, com a agitacao de 120 rpm e no escuro. Apés este periodo o crescimento foi
centrifugado (10.0000 rpm por 5 minutos) e o volume de 1,5 mL do sobrenadante foi
recuperado. Logo o sobrenadante foi misturado a solucdo reveladora de molibdato-
vanadato de amonio (5% molibdato de amoénio e 0,25% de vanadato de amoénio; 1:1,
v/v), em seguida esta mistura foi incubada em temperatura ambiente por 10 minutos.
A leitura foi realizada em espectrofotdmetro calibrado para o comprimento de onda de
420 nm de absorbancia. A quantificacédo dos fosfatos solubilizados, em mg mL%, foi
por meio da equagdo: y = 191,02x+25,02 (R?= 0,92) (CHEN et al., 2006);

A quantificacdo da producao de sideroforos foi realizada através da utilizagédo
do meio liquido KB, onde foram incubados os isolados, mantidos a 28°C por 24 h, no

escuro e em agitacdo constante a 400 rpm. Uma aliquota de 1,5 mL do crescimento
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foi centrifugada (10.0000 rpm por 5 minutos), o sobrenadante foi suspendido e
depositado em pocgos de placas de Elisa (0,25 mL em cada po¢o). Em seguida foi
adicionado 0,25 mL de CAS (descrito anteriormente), em seguida esta mistura foi
incubada em temperatura ambiente, por 10 minutos e no escuro. A quantificacéo foi
realizada com auxilio de espectrofotdmetro calibrado com a absorbancia de 630 nm.
As concentracdes de sideréforos, em mg/mL?, foram calculadas a partir de uma
equacao: y=0,9571x-0,1071; R2=0,89 (RIBEIRO, 2010). Em todos os ensaios foi
utilizado o delineamento inteiramente casualizado e realizada ANOVA e teste de

Tukey para a comparac¢ado das médias.

3.6 Efeitos de Bacillus spp. no controle de podriddo abacaxi, na promocéo de

crescimento e vigor de mudas de cana-de-agucar

Os ensaios foram conduzidos em casa de vegetacdo com o cultivo de mudas

de cana em bandejas plasticas com capacidade para 4 L de solo.

Os toletes de cana-de-acuUcar receberam o0s seguintes tratamentos: 1)
Controle (agua); 2) B. subtilis QST 713 (14,37 g/L — recomendacdo comercial do
produto Serenade); 3) fungicida quimico (Azoxistrobina + Ciproconazole - 200 + 80
g/L— recomendacdo comercial, produto Priori Xtra); 4) B. velezensis AP-03 e 5)
Bacillus sp. AP-210. Em todos os tratamentos os toletes foram imersos nas
respectivas suspensodes por 1 hora, com agitacdes peridédicas dos recipientes. Para
0s tratamentos com os isolados B. velezensis AP-03 e Bacillus sp. AP-210, a
concentracéo da suspenséo foi padronizada em 108 UFC/mL, sendo esta equivalente
a ODsso= 0,1 para cada isolado em separado (CARDOSO e ARAUJO, 2011).

Os toletes tratados foram transferidos para solo ndo infestado (ensaio de
promocao de crescimento) e solo infestado com o patdgeno (ensaio de biocontrole).
O ensaio de promocédo de crescimento foi realizado entre os meses de outubro a
dezembro de 2017 e o de biocontrole entre maio e julho de 2017. Para o ensaio de
biocontrole a infestacéo do solo ocorreu antes do plantio dos toletes, com a utilizagéao
de uma suspensédo de esporos de T. paradoxa para obter a concentracdo de 10*

esporos/g de solo. Além dos tratamentos descritos houve uma testemunha absoluta
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sem inoculagdo do patdgeno. O delineamento experimental utilizado foi em blocos ao
acaso, com quatro repeticbes compostas de 15 toletes cada, sendo cada repeticdo

constituida por uma caixa.

Em ambos os ensaios as avaliagdes consistiram na contagem do nimero de
plantas emergidas e foram realizadas semanalmente até a coleta do material aos 60
dias apds o plantio, apés isto foi calculado o indice de velocidade de brotacao (1VB),
por meio da férmula proposta por Maguire (1962) e adaptada por Chapola (2010):
(B1/N1) + (B2/N2) +...+ (Bn/Nn); onde B1, B2...Bn é igual ao numero de plantas
emergidas nas respectivas avaliagdes e N1, N2...Nn o numero de dias apés o plantio.

No final do experimento foram avaliadas as seguintes variaveis: porcentagem
de brotacao, avaliando a porcentagem de brotagcdo em cada repeticédo; altura total
(cm), medindo toda a parte aérea das plantas; niumero de folhas, com a contagem das
folhas de cada planta; diametro caulinar (mm), medida na altura do substrato com a
utilizacdo de um paquimetro digital; massa fresca e seca (para estas variaveis as
plantas foram colhidas, lavadas, divididas em parte aérea e sistema radicular e os
tecidos foram secados em estufa de ventilagao forcada por 3 dias a 60°c, logo foram
novamente pesados); incidéncia da doenca, somente no ensaio de biocontrole, foi
avaliada por meio do plagueamento em BDA de fragmentos dos toletes de cada
repeticdo que foram incubados por 48 h a 25+2°c e avaliados por meio da identificagao
do crescimento de T. paradoxa (%). Esta técnica foi utilizada devido a inexisténcia de

sintomas visiveis nas condi¢des do ensaio.

Para todas as variaveis os resultados foram transformados em médias dentro
de cada repeticdo, exceto para a variavel: indice de velocidade de brotacdo e
porcentual de brotacdo. Os testes em casa-de-vegetacdo foram instalados em
delineamento em blocos ao acaso, com quatro repeticdes cada, os resultados foram
analisados pela ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5%. Estas
analises estatisticas foram realizadas no programa Sisvar e as Figuras produzidos no

programa Sigma Plot.
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3.7 Efeitos de Bacillus spp. no controle de F. verticillioides, na promogéo de

crescimento e vigor de plantas de milho comum e pipoca

3.7.1 Promocao de crescimento de milho comum e pipoca por Bacillus spp.

Sementes de milho, das variedades milho comum e pipoca, foram imersas por
uma hora nas suspensodes dos isolados de Bacillus spp. (AP-3, AP-12, AP-61, AP85,
AP-88, AP-106, AP-115, AP-117, AP-165, AP-210, AP-240 e AP-512) multiplicados
em GPL (10 g de glicose; 10g de peptona; 5 g de extrato de levedura; 3 g de NaCl; 1
g de KH2POg4; 0,5 g de MgSOa4. 7H20; 100 ml de agua destilada e pH 6,0) na
temperatura de 28+2°C por 48 h, no escuro, em agitacdo constante de 400 rpm, em
mesa agitadora). A suspensao foi calibrada com o uso de espectofotometro (ODsso=
0,1 - 108 UFC/mL).

Apos imersdo as sementes foram semeadas em vasos com capacidade de
500 mL preenchidos com o solo referido anteriormente. Em cada vaso foram
semeadas dez sementes de milho. Para cada isolado foram utilizadas cinco
repeticdes, sendo um vaso cada repeticdo. No tratamento controle as sementes foram
imersas somente em agua destilada. Este ensaio foi conduzido em casa-de-vegetacao
por oito dias apds a semeadura. Foi utilizado o delineamento estatistico inteiramente

casualizado.

Diariamente foram contadas as plantas emergidas para a determinacao do
indice de velocidade de emergéncia (IVE) (STANCATTE et al., 2015). Para o calculo
foi utilizada a formula proposta por MAGUIRE (1962): (B1/N1) + (B2/N2) +...+ (Bn/Nn);
onde B1, B2...Bn é igual ao nimero de plantas emergidas nas respectivas avaliacbes
e N1, N2...Nn o numero de dias apés o plantio. No final foram avaliados o teor de
clorofila com auxilio do aparelho medidor de clorofila (SPAD Clorofila), a altura das
plantas (desde o colo até a extremidade da maior folha), o comprimento do sistema
radicular (desde o colo até a extremidade da raiz), o diametro da haste com auxilio de

paquimetro digital e a massa seca da parte aérea e do sistema radicular.
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3.7.2 Inoculacéao de F. verticillioides sementes de milho

O isolado de F. verticillioides F405 (CNPMS) foi inoculado nas sementes de
milho comum pelo método de condicionamento osmoético. Placas de Petri foram
vertidas com BDA acrescido de Manitol (73,5 g/L) em condi¢cdes asseépticas. Nestas
foram inoculados discos de micélio do isolado de F. verticillioides e incubadas em BOD
(cinco dias com a temperatura de 25+2°C, fotoperiodo de 12 h). Apéds este periodo as
placas foram abertas em ambiente asséptico e sementes de milho foram colocadas
sobre crescimento micelial de F. verticillioides formando uma camada Unica. Estas
placas foram incubadas em BOD por 48 h, a 25+2 °C, fotoperiodo de 12 h (MACHADO
et al., 2013). As sementes inoculadas foram misturadas na proporgao de 2:8 com
sementes ndo inoculadas com o isolado F. verticillioides F405 (CNPMS) e esta mistura

foi utilizada para a realizacdo dos testes.

3.7.3 Selecao dos isolados de Bacillus spp. utilizados nos préximos testes com

sementes de milho comum

Para os testes descritos a seguir foram utilizados isolados de Bacillus com
bons resultados nos testes de antagonismo (crescimento micelial, taxa de crescimento
e inibicdo da germinacdo de conidios), bem como o0s resultados dos testes de
promocao de crescimento (item 3.6). Também foram usados dados referentes a
caracterizacdo das qualidades bioquimicas de assimilacdo e solubilizacdo de
nutrientes (itens 3.4, 3.5. e 3.6), producdo de compostos hormonais e substancias
antagonicas a outros fitopatégenos (dados nédo publicados) e resultados obtidos em
outros testes com o uso de outras culturas e fitopatégenos (DORRIGUELLO et al.,
2013; DORIGUELLO, 2017).

3.7.4 Tratamento de sementes de milho comum com Bacillus spp.

As sementes foram tratadas de acordo com a metodologia proposta por
Machado (2000) com os seguintes tratamentos: a) Testemunha absoluta, com a
utilizacdo de agua destilada; b) Testemunha inoculada, com a utilizacdo de agua

destilada; c) Tratamento quimico com o uso de Carboxina (200 g/L) + Thiram (200
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g/L) (Vitavaz-Thiram®, Chemtura®), de acordo com as especificagbes do fabricante;
d) B. subtilis QST-713, de acordo com as especificacdes do fabricante (Serenade®,
Bayer Crop Science®©), d) B. velezensis AP-03 e e) Bacillus sp. AP-210, ambas na
proporcdo de 108 UFC/mL (ODss0=0.1) de acordo com a metodologia descrita no item
3.7.1. Para o tratamento com o uso do produto comercial B. subtilis QST 713 foi
utilizado o produto diluido (108 UFC/mL). Em todos os tratamentos foram utilizadas

sementes inoculadas com F. verticillioides, exceto na testemunha absoluta.

3.7.5 Testes de fisiologia e sanidade de sementes de milho inoculadas com F.

verticillioides e tratadas ou ndo com de Bacillus

As avaliacbes da qualidade fisiolégica e sanitaria das sementes foram
realizadas de acordo com as metodologias descritas em Brasil (2009). Germinacao -
para este teste foram colocadas as sementes de cada tratamento entre folhas de
papel de germinacéo, estas folhas foram enroladas e acondicionadas em BOD (sete
dias, a 25+2 °C, fotoperiodo de 12 h), apds este periodo foram contados as sementes
germinadas. Envelhecimento acelerado — as sementes de cada tratamento foram
dispostas em camada Unica, dentro de caixas do tipo gerbox, a porcéo inferior do
recipiente foi preenchida com 50 ml de 4gua. Estas caixas foram incubadas a 42°C,
por dois dias, sem luz e depois foi realizado o método descrito para a avaliacdo da
Germinacdo em papel. Sanidade - para este teste sementes de milho foram dispostas
sobre papel de filtro umedecido dentro de placas de Petri, estas placas foram
acondicionadas em BOD por 24 horas (25+2 °C, fotoperiodo de 12 h). ApGs este
periodo foram acondicionadas em freezer por 24 horas (temperatura de -20°C, no
escuro). Depois as sementes foram acondicionadas em BOD (cinco dias, a 25+2 °C,
fotoperiodo de 12 h). Em seguida as sementes foram avaliadas em microscépio

estereoscopico para a verificagdo do crescimento fungico sob as mesmas.

Para os ensaios de avaliagado da germinagéao e do envelhecimento acelerado
foram utilizadas quatro repeticdes com 50 sementes cada. Para o teste de sanidade

foram utilizadas oito repeti¢cdes de 25 sementes cada.
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3.7.6 Avaliacdo do tratamento de sementes de milho inoculadas com F.
verticillioides com diferentes cepas de Bacillus

Para avaliar a eficiéncia do tratamento das sementes sobre o controle de F.
verticillioides, dez sementes de milho tratadas conforme descrito anteriormente foram
semeadas em vasos com capacidade de 500 mL preenchidos com solo infestado com
Fusarium. Estes vasos foram acondicionados em casa-de-vegetagédo por 10 dias.
ApoOs este periodo as plantas emergidas foram avaliadas conforme descrito
anteriormente (item 3.7.1) e também avaliada a incidéncia de F. verticillioides nas

plantulas (item 3.2).

Ainda foram estudados os efeitos dos tratamentos sobre o0s pigmentos
fotossintetizantes em plantulas de milho. Assim, oito dias apés a emergéncia das
plantulas foi retirada a terceira folha de todas as plantas de cada repeticao e, portanto,
foi formada uma amostra composta para cada repeticdo em separado. Em laboratorio
foram analisadas as variaveis: clorofila a; clorofila b; clorofila a+b, carotenoides e
clorofila a+b/ carotenoides, de acordo com a metodologia proposta por Szafranska et
al. (2017). Os resultados foram expressos em pg mL™".

Também foram realizadas analises de proteinas totais (PT), fenilalanina
amonia-liase (FAL), peroxidase (PO) e polifenoloxidade (PPO) nas plantulas de milho.
Para a realizagéo destas analises foram coletadas as folhas restantes nas plantulas
utilizadas para a analise de clorofilas. Estas amostras compostas foram
acondicionadas em envelopes de papel aluminio, imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido e armazenadas em ultrafreezer a -80°C. Em seguida foi realizada a
maceracao de 1 g de tecido vegetal utilizando almofariz, pistilo e nitrogénio liquido,
para cada amostra composta. Apos a obtencdo de um pod fino e homogéneo foi
adicionado 10 mL de uma solugéao tampéo [CesHoNO a 1%, NasPO4-12H20 50 mM, pH
14 6.5 e fluoreto de fenilmetilsulfonila 1 mM (PMSF)] a este almofariz e ocorreu a
homogenizagdo deste conteuddo com o auxilio do pistilo. Estas solugbes foram
colocadas em tubos plasticos com capacidade de 10 mL, estes foram centrifugados
(3000 rpm, 4 °C, 25 min), posteriormente o sobrenadante (extrato bruto) resultante do
processo foi recuperado e armazenado em ultrafreezer a -80°C (BARACAT-PEREIRA
et al., 2001).
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A quantificagdo da atividade das proteinas totais foi realizada incubando 20
uL do extrato bruto em 200 pL de solugdo de Bradford:Agua (7:3). Tal agéo foi
realizada em pocos de placas de Elisa. A concentracdo de sélidos nos poc¢os da placa
foi lida em espectrofotdmetro calibrado para a absorbancia de 595 nm. Os resultados
obtidos foram comparados com a seguinte curva padrao obtida com albumina y=
207,25x — 3,9695 (R? = 0,9712). Sendo entao feita a correlacdo entre a absorbancia e

a quantidade de proteina dissolvida. Os dados obtidos foram expressos em mg mL™.

A quantificacdo da enzima FAL foi realizada com a colocagdo em pocgos de
placas de Elisa de 20 pL do extrato bruto, logo apds foi utilizado espectrofotdmetro
para a leitura do comprimento de onda (290 nm). Os resultados obtidos foram
comparados com uma curva padrao de acido cinamico (y = 146,45x + 11,125; R2 =
0,9538). Os dados obtidos foram expressos em pUmol ac. cinamico . Mg proteina* min-°
(PASCHOLATI et al., 1986; CAKIR E SULE, 2009).

A quantificacdo de PPO foi determinada utilizando 20 ul de extrato bruto,
colocado em pocos de placas de Elisa e lido em espectrofotometro calibrado com a
seguinte programacédo: comprimento de onda 420 nm e programacao cinética de 11
ciclos de 30 segundos cada. Os resultados obtidos foram expressos em unidades de
PPO em mg tecido min't, com o um incremento de absorbancia de 0,0001 por minuto
de reacédo por miligrama de tecido (DUANGMAL; APENTEN, 1999).

A enzima PO esta foi determinada com a utilizacdo de 20 pL do extrato, em
pocos de placas de Elisa e lido em espectrofotdmetro calibrado com a seguinte
programacao: absorbancia de 470 nm, em ciclo cinético de 8 ciclos por 30 s cada a
30°C de temperatura (HAMMERSCHMIDT et al., 1982). Os resultados obtidos foram
expressos em unidades de PO em mg tecido min-t, com um incremento de absorbancia
de 0,001 por min. de reacéo por mg de tecido (HALFELD VIEIRA et al., 2006).

Para os testes de germinacao de conidios, analise da qualidade fisioldgica e
sanitaria de sementes de milho, analise dos pigmentos fotossintetizantes em plantas
de milho e andlises proteica e enzimética de plantulas de milho foi utilizado o
delineamento inteiramente casualizado e realizada ANOVA e as médias comparadas
pelo teste de Tukey. Para o teste de Promocé&o de crescimento de milho por Bacillus

spp. e para o teste de biocontrole de F. verticillioides e promoc¢ao de crescimento em
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plantulas de milho por Bacillus spp. foi utilizado o delineamento em blocos ao acaso,
realizada ANOVA e teste de Tukey para a comparacdo das médias. Todas estas

analises foram realizadas utilizando o programa estatistico R.
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4 RESULTADOS

4.1 Selecao dos isolados de Bacillus com base na producdo de metabdlitos

promotores de crescimento, assimilacéo e solubilizacdo de nutrientes

Os 162 isolados trabalhados nesta pesquisa apresentaram diferencas entre si
guanto a assimilagéo de nitrogénio; solubilizagéo de fosfatos; producao de AIA, HCN
e sideroforos e de catalase. Dentre estes, 0s que apresentaram maior frequéncia de
caracteristicas foram os isolados de Bacillus AP-12, AP-88, AP-165 e AP-240 com
quatro resultados positivos cada (Figura 1). A maior parte dos isolados testados
assimilaram nitrogénio (125 isolados — 77,16% dos isolados) ou produziram catalase
(137 isolados - 84,56% dos isolados). Poucos isolados solubilizaram fosfato (32
isolados — 19,75% do total), siderdforos (15 isolados - 9,25% dos isolados) e apenas
dois isolados (1,85% dos isolados) s&o produtores de HCN e de AIA (Figura 1). A
descricdo detalhada das caracteristicas bioquimicas de cada isolado esta

apresentada no Anexo 1.
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Figura 1 - Porcentual de isolados de Bacillus spp. que apresentaram resultados
positivos quanto a assimilacdo de nitrogénio; solubilizacdo de fosfatos; producéo de
acido indolacético (AlA), acido cianidrico (HCN), sideroforos e catalase.
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4.2 Selecdo dos isolados de Bacillus spp. com base no biocontrole de
fitopatdgenos

4.2.1 Selecéo de isolados de Bacillus antagbnicos a T. paradoxa

Os 162 isolados de Bacillus spp. apresentaram diferencas entre a inibicdo de
T. paradoxa, conforme descrito no anexo 2. Para 91 isolados (56,2% do total) a
inibicdo de T. paradoxa foi inferior a 25%; para 68 isolados (41,97% do total) a inibigéo
foi entre 25,1 e 75,0%; e para trés isolados (1,84% do total) foi acima de 75,1%, sendo
estes: AP- 115, AP-159 e AP-512, os quais inibiram totalmente o crescimento micelial

do patégeno (Anexo 2).

Analisando a porcentagem de inibicdo micelial e germinacdo de conidios de
T. paradoxa pela acédo dos diferentes isolados de Bacillus spp., assinalados no item
3.4.1, pode-se afirmar que houveram diferencas significativas entre os tratamentos
(p<0,0001) para essas variaveis. Os isolados AP-61, AP-117 e AP-512 inibiram
completamente o crescimento micelial de T. paradoxa. Os isolados AP-03 e AP-210
inibiram a germinacao de conidios de T. paradoxa em 82,9 e 85,9%, respectivamente
(Tabela 1).
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Tabela 1. Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIM) e da germinagéo de

conidios (PIC) de Thielaviopsis paradoxa por isolados de Bacillus spp.

Isolados PIM PIC
AP-03 30,5 bcd 82,9 gh
AP-12 37,1de 45,4 be
AP-61 100,0g 67,8 ef
AP-85 44,6 e 37,1 ab
AP-88 8,0a 29,7 a
AP-115 31,3 cd 51,8 cd
AP-117 100,09 53,4 cd
AP-161 75,7 f 72,7 fg
AP-165 22,9 bc 59,8 de
AP-210 21,4 b 85,9 h
AP-240 26,7 bc 71,9 fg
AP-512 100,09 60,2 de
p (12,2) <0,0001 <0,0001
CV (%) 6,30 6,56

Legenda: ! As letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si (Teste de
Tukey a 5% de probabilidade)

4.2.2 Selecao dos isolados de Bacillus spp. antagdnicos a F. verticillioides

Os isolados de Bacillus apresentam caracteristicas diferentes entre si em
relacdo a efetividade do controle de crescimento micelial de F. verticillioides F405
(CNPMS). O isolado de B. velezensis AP-03 apresentou a maior inibicdo do
crescimento micelial de F. verticillioides, com cerca de 2,3 cm e 3,14 de crescimento
médio micelial e de taxa de velocidade de crescimento, respectivamente (Tabela 2).
Os resultados referentes a inibicdo de germinacdo de conidios de F. verticillioides
pelos isolados de Bacillus sp. estdo descritos na Tabela 2. Estes apresentaram
diferencas estatisticas entre si (p<0,0001) e os isolados AP-03, AP-88, AP-210 e AP-
512 foram diferiram dos demais, com inibicdo de 57,5%; 41,1%; 56,2% e 52,2%,

respectivamente, em relagdo a testemunha (Tabela 2).
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Tabela 2. Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIM) e da germinacgéo
de conidios (PIC) e taxa de crescimento micelial (TCM) de Fusarium vercitillioides

promovidos por diferentes isolados de Bacillus spp..

Isolados PIM TCM PIC
AP-03 62,1 ab 1,4 ab 575e
AP-12 239 a 2,5Dbc 38,4 cd
AP-61 24,5 a 2,6¢C 35.8 bcd
AP-85 23,2 a 2,4 bc 53,1e
AP-88 34,8 ab 2,1ab 41,1d
AP-115 26,7 a 2,4 bc 34,0 abcd
AP-117 43,3 ab 1,9 ab 27,8 ab
AP-161 46,3 ab 1,7 ab 29,6 abc
AP-165 30,1 ab 2,6 bc 25,2 a
AP-210 38,4 ab 1,5ab 56,2 e
AP-240 22,9 a 2,5 bc 415d
AP-512 66,0b 10a 52,2 e
p (12,2) 0,0043 0,0004 <0,0001
CV (%) 7,18 9,37 7,38

Legenda: t As letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si (Tukey 5%
de probabilidade)
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4.3 Producdo de metabdlitos promotores de crescimento e assimilacdo de
nutrientes

De acordo com os resultados obtidos para os testes bioquimicos quantitativos
[producdo de AIA; solubilizacdo de fosfato; producdo de sideroforos] houveram
diferencas significativas entre os isolados trabalhados (p<0,005). Para a producéo de
AlA, o isolado AP-12 foi o mais efetivo (16,96 mg/ml). Para a solubilizacdo de fosfato
os isolados B. velezensis AP-03 e Bacillus sp. AP-240 apresentaram 0S mais
expressivos resultados dentre os isolados testados, com 305,13 mg/mL e 300,25
mg/mL, respectivamente. Para a variavel producéo de sideréforos o isolado AP-210

obteve melhor resultado dentre os demais (2,30 mg/mL) (Tabela 3).

Tabela 3 - Producéo de acido indolacético (AlA) e de sideroforos (SID) e solubilizacéo

de fosfato (FOSF) por isolados de Bacillus spp.

Isolados AlA (mg/ml) FOSF (mg/ml) SID (mg/ml)
AP-03 11,86 abcd 305,13 f 1,96 ef
AP-12 16,96 d 135,13 a 1,66 ab
AP-61 13,68 bcd 163,35 abc 1,29 a
AP-85 12,96 abcd 216,41 e 1,31a
AP-88 9,40 abc 215,56 d 1,49 abc
AP-115 7,51 a 169,51 bc 1,41 ab
AP-117 11,57 abcd 249,73 e 1,70 cde
AP-161 13,71 bcd 188,61 cd 1,90 de
AP-165 12,18 abcd 157,62 ab 1,70 cde
AP-210 14,86 cd 163,77 abc 2,309
AP-240 8,72 ab 300,25 f 1,69 cde
AP-512 11,64 abcd 189,03 cd 2,18 fg
p (12,2) 0,0002 ** <0,0001** <0,0001**
CV (%) 16,07 4,80 5,34

Legenda: * As letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si (Tukey 5%).
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4.4 Efeitos de Bacillus spp. no controle de podriddo abacaxi e na promoc¢éo de

crescimento e vigor de cana-de-acucar

Para o ensaio de promocado de crescimento vegetal foram observadas
diferencgas significativas para as variaveis clorofilas totais (p = 0,0075); massas frescas
da parte aérea (p=0,0044), do sistema radicular (p=0,0179) e total (p=0,0017); e para
as variaveis massas secas da parte aérea (p=0,0085) e total (p=0,0174). As demais

variaveis nao apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos.

Em linhas gerais, foi verificado que os isolados B. velezensis AP-03 e Bacillus
sp. AP-210 apresentaram resultados superiores quando comparados aos demais

isolados (Tabela 4).

No ensaio de biocontrole foram verificadas diferencas significativas para
porcentagem de brotacao; altura das plantas; diametro caulinar; massas frescas da
parte aérea, do sistema radicular e total das plantas; e massas secas da parte aérea

e total para os diferentes tratamentos (p=0.005) (Tabela 5).

Em todas as variaveis o tratamento controle inoculado com T. paradoxa
apresentou incidéncia da doenca superior os demais tratamentos. O tratamento com
B. subtilis QST 731 apresentou valores de diametro caulinar, altura total, massa fresca
do sistema radicular e massa fresca total superiores e diferentes estatisticamente dos

demais e da testemunha, de acordo com o teste de médias (Tabelas 5).
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Tabela 4 - Resultado médio (Teste de Tukey) em relacao as variaveis: Percentual de brotacdo (BR); didmetro do caule (DC); altura
total (AT); clorofila (CT); massa fresca da parte derea (MFA), do sistema radicular (MFR) e total (MFT); massa seca da parte aérea
(MSA), do sistema radicular (MSR) e total (MST) de mudas de cana-de-acUcar provenientes de toletes tratados com diferentes

cepas de Bacillus.

VARIAVEIS
MFA MFR MFT MSA MSR MST
BR DC AT CT
Tratamentos . (g/planta (g/planta (g/planta (g/planta (g/planta (g/planta
(%)  (mm) (cm) (mgg™)
) ) ) ) ) )
Controle 60,41a 4,04a 2447a 3757a 3,06cC 0,80 ab 3,86 ¢ 0,35a 0,04 a 0,39 a
Azoxistrobina +
Ciproconazole — 62,50a 3,28a 22,56a 3551a 2,26a 0,68ab 2,94 a 0,49b 0,04 a 0,53b
200 + 80 g/L
. 41,30
B. subtilis QST 731 66,66 a 3,76 a 22,95a o 248abc 064a 3,12ab 0,35a 0,04 a 0,39 a
a

B. velezensis AP-03 66,66 a 4,06a 23,71a 41,84b 240ab 0,82ab 3,22ab 0,34 a 0,05a 0,39 a
Bacillus sp. AP-210 64,58a 3,32a 25,13a 43,94b 2,86 bc 0,87 c 3,74 bc 0,34 a 0,04 a 0,38 a
p (4,3) 0,3657 0,1049 0,244 0,0075 0,0044 0,0179 0,0017 0,0085 0,6332 0,0174
CV(%) 7,78 13,16 7,11 7,05 9,88 12,13 8,14 13.97 20,12 13,57

Legenda: ! As letras iguais na mesma coluna néo diferenciam entre si (Teste de Tukey); 2 * Significativo a 5,00% , ** Significativo a
1,00% e ns — nao significativo.



Tabela 5 - Resultado médio (Teste de Tukey) em relacéo as variaveis: porcentual de brotacdo (BR); indice de doenca (IN); diametro
do caule (DC); altura total (AT); clorofila (CT); massa fresca da parte 4erea (MFA), do sistema radicular (MFR) e total (MFT); massa
seca da parte aérea (MSA), do sistema radicular (MSR) e total (MST) de mudas de cana-de-agucar provenientes de toletes tratados
com diferentes cepas de Bacillus e plantados em solo infestado com Thielaviopsis paradoxa.

Tratamentos BR IN DC AT CT MFA MFR MFT MSA MSR MST
(%) (%) (mm) (cm) (mgg™?) (g/planta) (g/planta) (g/planta) (g/planta) (g/planta) (g/planta)
Controle 75,0 bed 0,0a 5,04 a 28,80 b 36,00 ab 2,39 ab 1,85ab 4,24 ab 0,45 ab 0,30 a 0,75 ab
Controle inoculado 50,0 a 83,3¢c 4,51 a 23,36 a 34,03 a 1,83 a 132a 3,15a 0,25 a 0,19a 0,44 a
Azoxistrobina +
Ciproconazole — 88,3 d 350b 5,06 a 25,22 ab 40,23 bc 2,41 ab 1,42 ab 3,83 ab 0,54 b 0,23 a 0,77 b
200 + 80 g/L
B. subtilis
QST 731 70,0 bc 333b 535a 29,69 b 39,63 bc 2,84b 1,97 b 481b 0,52 b 0,32 a 0,84 b
B. velezensis
AP-03 63,3 ab 26,7b 4,65a 28,15 ab 42,34 ¢ 2,75 ab 1,62 ab 4,37 ab 0,67 b 0,34 a 1,01b
Bacillus sp.
AP-210 78,3 cd 30,0b 4,69 a 27,51 ab 37,06 ab 2,68 ab 1,78 ab 4,46 ab 0,52b 0,35 a 0,87b
p (5,3)23 <0,0001 <0,0001 0,1655 0,1210 0,0007 0,0381 0,0843 0,0843 0,0013 0,2276 0,0012
CV(%) 9,03 14,28 9,56 8,43 5,60 16,56 19.58 19,58 20,96 34,23 17,71

Legenda: * As letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si (Tukey 5%).

4%
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4.5 Efeitos de Bacillus spp. no controle de F. verticillioides, na promogé&o de

crescimento e vigor de plantas e sementes de milho comum e pipoca

4.5.1 Promocéao de crescimento de milho comum e pipoca por Bacillus spp.

Para o ensaio com milho comum, as variaveis comprimento radicular (p
<0,0001); altura (p= 0,0059); massas secas da parte aérea (p <0,0001), do sistema
radicular (p <0,0001) e total (p <0,0001) apresentaram valores significativos dentre os
tratamentos pela ANOVA. O isolado B. velezensis AP-03 foi superior aos demais
isolados em relacdo ao estande. O isolado Bacillus sp. AP-210 apresentou valores de
clorofilas totais, massas secas radicular e total superior aos demais isolados (Tabela
6).

Para o ensaio com milho pipoca, as variaveis clorofilas totais (p = 0,0165),
indice de velocidade de emergéncia (p= 0,0234), comprimento radicular (p <0,0001);
altura (p= 0,0096); massas secas do sistema radicular (p <0,0001) e total (p <0,0001)
apresentaram valores significativos dentre os tratamentos pela ANOVA (Tabela 7).



Tabela 6. Efeito do tratamento de sementes de milho comum com Bacillus spp. no estande final de plantas (EF); clorofilas totais (CLO); massa seca do sistema
radicular (MSR); massa seca da parte aérea (MSA); massa seca total (MST); diametro caulinar (DC); altura (A); comprimento do sistema radicular (CR) e indice

de velocidade de emergéncia (IVE). Jaguaritina, SP.

Isolado EF CLO IVE DC CR AL MSR MSA MST
(%) (mg/g) (mm) (cm) (cm) (g/planta) (glplanta ) (g/planta)
Controle 95,00 a 30,0513 a 9,4029 a 2,5092 a 25,1305 b 16,1250 b 0,2419 a 0,08416 b 0,3260 a
AP-03 100,00 a 29,0075 a 9,4285 a 2,3880 a 26,6375 b 17,8000 b 0,2377 a 0,0910 b 0,3287 a
AP-12 90,00 a 29,5932 a 9,4398 a 2,5585 a 26,3569 b 18,3743b 0,2806 b 0,0833 b 0,3639 b
AP-61 92,50 a 29,3425 a 8,6089 a 2,4831 a 26,6529 b 18,7444 b 0,2935 b 0,1045c 0,3980 b
AP-85 97,50 a 29,2955 a 9,9470 a 2,4005 a 26,0527 b 18,3125 b 0,3067 b 0,0878 b 0,3945 b
AP-88 97,50 a 29,8888 a 9,8428 a 2,4089 a 26,6402b 18,5486 b 0,2971b 0,0979 c 0,3950 b
AP-106 92,50 a 28,0635 a 9,1089 a 2,2968 a 26,3159 b 18,3034b 0,2506 a 0,1244 d 0,3750 b
AP-115 90,00 a 29,2801 a 9,1690 a 2,3793 a 26,4906 b 18,6062 b 0,3053 b 0,08775 b 0,3930 b
AP-117 97,50 a 29,7462 a 9,8428 a 1,9692 a 22,5069 b 17,5555 b 0,2819 b 0,0845 b 0,3664 b
AP-165 90,00 a 30,1013 a 8,2315a 2,2071 a 26,2635 a 17,2680 b 0,2669 a 0,0892 b 0,3562 b
AP-210 95,00 a 30,3325 a 9,2988 a 2,3583 a 26,3888 b 17,7583 b 0,3136 a 0,0854 b 0,3991 a
AP-240 95,00 a 30,0991 a 8,4238 a 2,1843 a 25,8208 a 17,4819 b 0,2353 b 0,0688 a 0,3041a
AP-512 95,00 a 27,3894 a 7,4208 a 2,3780 a 20,9756 b 12,5270 a 0,2285b 0,0665 a 0,3045 a
p (12,3) 0,7249 ns 0,4870 ns 0,1343 ns 0,2755ns  <0,0001 ** 0,0059 * <0,0001 ** <0,0001 ** <0,0001 **

CV (%) 8,13 5,85 12,74 11,74 4,99 10,99 8,64 9,82 8,43

IMédias seguidas de mesma letra nas colunas néo diferem entre si (Tukey 5%).
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Tabela 7. Efeito do tratamento de sementes de milho pipoca com Bacillus spp no estande final de plantas (EF); clorofilas totais (CLO); massa 6 seca do
sistema radicular (MSR); massa seca da parte aérea (MSA); massa seca total (MST); didmetro caulinar (DC); altura (A); comprimento do 7 sistema radicular

(CR) e indice de velocidade de emergéncia (IVE).

Isolado EF CLO IVE DC CR AL MSR MSA MST
(%) (mg/g) (mm) (cm) (cm) (g/planta) (g/planta ) (g/planta)
Controle 97,05 a 30,77 ab 8,00 ab 1,68 a 27,17 bcde 19,78 ab 0,0900 a 0,0400 a 0,1300 bc
AP-03 90,00 a 31,65b 7,46 ab 164a 25,32 ab 22,07 ab 0,0775 a 0,0525ab  0,1300 bc
AP-12 97,50 a 31,48 b 8,24 b 1,58 a 30,57 f 21,23 ab 0,0750 a 0,0575ab  0,1325bc
AP-61 95,00 a 30,47 ab 7,69 ab 1,63 a 29,96 def 21,15 ab 0,0750 a 0,0525 ab 0,1325 bc
AP-85 92,50 a 32.33b 8,62b 161la 29,25 def 21,46 ab 0,0900 a 0,0600 ab 0,1300 bc
AP-88 95,00 a 30,16 ab 8,43 b 1,56 a 28,72 cdef 18,90 a 0,0625 a 0,0500 ab 0,1125ab
AP-106 100,00 a 30,06 ab 7,71 ab 1,59 a 29,50 def 21,52 ab 0,0675 a 0,0500 ab 0,1175 ab
AP-115 95,00 a 30,66 ab 7,81 ab 1,67 a 25,32 ab 20,97 ab 0,0775 a 0,0550 ab  0,1385 bc
AP-117 97,50 a 31,22 b 7,68 ab 1,45a 27,10 bed 20,87 ab 0,0675 a 0,0425 ab 0,1100 ac
AP-165 90,00 a 31,12 ab 7,68 ab 1,47 a 24,08 ab 2523 b 0,0825 a 0,0450ab  0,1275ab
AP-210 100,00 a 30,71 ab 8,37b 1,46 a 26,14 bc 21,15 ab 0,0700 a 0,0450ab  0,1150 ab
AP-240 87,50 a 29,12 ab 7,23 ab 1,54 a 30,32 ef 22,11 ab 0,0775 a 0,0625 b 0,1400 c
AP-512 87,50 a 26,73 a 541 a 1,45 a 22,62 a 15,93 a 0,0700 a 0,0450 ab 0,1150 a
p value (12,3) 0,4207 ns <0,0165 0,00234 * 0,5681ns <0,0001 ** 0,0096 * 0,2236 ns 0,0137* <0,0001 **
CV (%) 9,03 5,75 7,73 11,45 4,62 12,059 17,27 17,05 7,47

IMédias seguidas de mesma letra nas colunas nédo diferem entre si (Tukey 5%); *Significativo a 5% **Significativo a 1% e ns—n&o significativo

LS
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4.5.2 Testes de fisiologia e sanidade de sementes de milho inoculadas com F.
verticillioides e tratadas com Bacillus spp. ou produtos sintéticos

Nos testes de fisiologia de foram observadas diferencas significativas entre os
tratamentos para a germinacao (p <0,0001) e envelhecimento acelerado (p<0,0001).
Para a variavel germinacéo, B. subtilis QST 713 diferiu dos demais tratamentos e
apresentou germinacdo cerca de 9,71% acima da testemunha. Para a variavel
envelhecimento acelerado, os isolados B. subtilis QST 713, B. velezensis AP-03 e
Bacillus spp. AP-210 foram semelhantes entre si e diferentes dos demais tratamentos,
com destaque para o tratamento com o B. velezensis AP-03 que apresentou

germinacao de 11,11% acima da testemunha (Figura 2).

100.00 -
d

__ 90.00
= EControle
o 80.00 -
]
& 70.00 - mlnoculado
E 60.00 . .
o mCarboxim (200g/L) + Thiram
2 50.00 - (200g/L)
g 40.00 - WB. subtilis QST 713
g
E 30.00 - mBacillus sp. AP - 03
S 20.00 -
o Bacillus sp. AP - 210

10.00

0.00 -
Germinacgao Envelhecimento acelerado

Figura 2 Efeito de Bacillus no tratamento de sementes de milho comum inoculadas
com Fusarium verticillioides sobre a qualidade fisioldgica destas por meio do teste de

germinacao e de envelhecimento acelerado.

No teste de sanidade das sementes as incidéncias foram de 40%, 32,4%,
30,2%, 3,5%, 1,7%, 1,4% e 0,91% para F. verticillioides, Aspergillus spp., Penicillium
spp.; F. graminearum, Cladosporium spp., Coletotrichum spp. e Rhizopus spp.,
respectivamente. Houve diferencas significativas quanto a incidéncia de F.
verticillioides (p<0,0001), Aspergillus spp. (p= 0,0283) e Penicillium spp. (p<0,0001).

Os demais fungos incidentes apresentaram incidéncia insignificante. Os isolados de
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Bacillus spp. ndo diminuiram a porcentagem de incidéncia de Aspergillus spp. e
Penicillium spp. Para o F. verticillioides, Bacillus sp. diminuiram a incidéncia em 20%.
O tratamento quimico com Carboxin + Thiram foi o mais efetivo quando se avaliou a

sanidade das sementes trabalhadas (Figura 3).
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Aspergillus spp. Penicillium spp. F. Verticilioides

Figura 3. Efeito de Bacillus no tratamento de sementes de milho comum inoculadas
com Fusarium verticillioides sobre a qualidade fisiolégica destas por meio do teste de
sanidade em relacdo a incidéncia de Aspergillus spp.; Penicillium spp. e Fusarium

verticillioides.

4.5.3 Testes de fisiologia e sanidade de plantulas de milho provenientes de

sementes inoculadas com F. verticillioides e tratadas ou ndo com Bacillus spp.

Para o experimenrto de biocontrole em vasos, as variaveis massa seca da
parte aérea (p <0,0397); massa seca total (p <0,0342); diametro caulinar (p<0,0001);
altura (p=0,0073); comprimento do sistema radicular (p<0,0001) e incidéncia de
Fusarium (p<0,0001) foram significativamente influenciadas pelos tratamentos. Por
outro lado, o estande (p= 0,3331); a massa seca do sistema radicular (p= 0,1296)
eindice de velocidade de emergéncia (p= 0,3116) ndo apresentaram diferencas

significativas entre os tratamentos (Tabela 8). As sementes tratadas com fungicidas
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quimicos e com os produtos biolégicos apresentaram a menor incidéncia da doenca

(Tabela 8), sendo o tratamento com fungicidas o mais eficiente.
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Tabela 8. Efeito do tratamento de sementes de milho com Bacillus spp. sobre o estande final de plantas (EF); massa seca do sistema

radicular (MSR); massa seca da parte aérea (MSA); massa seca total (MST); didametro caulinar (DC); altura (A); comprimento do

sistema radicular (CR), indice de velocidade de emergéncia (IVE) e incidéncia da doenca (IN) em plantas de milho comum

provenientes de sementes infestadas com Fusarium verticillioides.

EF MSR MSA MST DC A CR
TRATAMENTOS IVE IN (%)
(%) (g/planta) (g/planta) (g/planta) (mm) (cm) (cm)
Controle 88,0 a 0,31a 0,08 ab 0,39ab 1,85a 14,08 ab 30,46 b 4,19 a 36,60 ab
Controle inoculado 76,0 a 0,27 a 0,06 a 0,33 a 1,59 a 13,59 a 24,47 a 3,72 a 97,14 d
Carbendazim + thiram 90,0 a 0,32 a 0,08 ab 0,40 ab 2,13 b 14,71 ab 32,77b 4,17 a 25,38 a
B. subtilis
88,0 a 0,33 a 0,06 ab 0,39 ab 2,18 ab 14,76 ab 31,24b 411 a 41,11 ab
QST 713
B. velezensis AP-03 88,0 a 0,31a 0,08 b 0,39 ab 2,33 ab 15,24 b 3151b 4,21 a 40,77 ab
Bacillus sp. AP-210 90,0 a 0,35a 0,07 ab 0,42 b 2,44 b 14,53 ab 30,89 b 4,40 a 54,11 c
p value (5,4)2 0,3331 0,1296 0,0397 0,0342 <0,0001 0,0073 <0,0001 0,3116 <0,0001
CV (%) 11,23 13,34 12,03 10,76 6,69 4,24 6,03 11,01 19,31

IMédias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem entre si (Tukey 5%); *Significativo a 5% **Significativo a 1% e ns—ndao significativo.
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Maior producgéo de pigmentos verdes (lorofilas a, b e a/b) foi observada em
todos os tratamentos com Bacillus. Para as andlises de pigmentos fotossintetizantes,
todas as variaveis (clorofila a; clorofila b; clorofila a+b, carotenoides e clorofila a+b/
carotenoides) apresentaram diferencas significativas entre seus tratamentos (p
<0,0001). Maior producdo de carotenoides foi observada nas plantas originadas de

sementes infestadas com Fusarium e sem tratamento sanitario (Figura 4)
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Figura 4 Efeito dos produtos biol6gicos sobre os pigmentos fotossintetizantes em
plantulas de milho: clorofila a; clorofila b; clorofila a+b; carotenoides; clorofilas

a+b/carotenoides.

Em relagcéo as enzimas estudas, foram verificados efeitos significativos para os
tratamentos, sendo para FAL (p =0,0016), PO (p =0,0004) e PPO (p =0,0472) (Tabela
5). A resposta a FAL foi maior nas plantas tratadas com o isolado Bacillus spp. AP-
210 e diferente estatisticamente quanto aos demais, com um valor cerca de 75%
acima da testemunha absoluta. Para PO e PPO o isolado B. subtilis QST 713 foi
superior aos demais tratamentos, com um valores cerca de 13 e 83% acima da

testemunha absoluta, respectivamente.



Tabela 9. Efeito de produtos bioldgicos sobre proteinas totais (PT), fenilalanina aménia liase (FAL), peroxidase (PO) e
polifenoloxidade (PPO) em plantas de milho provenientes de sementes inoculadas com Fusarium verticillioides.

FAL
PT PO PPO
Tratamento (umol ac. cinamico . _ _
(mg mL1Y) ) _ (U mg? tecido min-t) (U mg?ttecido min-t)
mg proteina! min-19)

Controle 0,1591 a 0,0426 a 1,9328 b 0,8600 ab
Inoculado 0,1661 a 0,0596 abc 1,9720 c 1,1600 ab
Carbendazim + Thiram 0,1640 a 0,049 ab 1,6873 ab 0,5133 a
B. subtilis QST 713 0,1730 a 0,0495 ab 2,1984 c 1,5866 b
B. velezensis AP-03 0,1759 a 0,0677 bc 2,0661 c 1,0766 ab
Bacillus sp. AP-210 0,1625 a 0,0760 c 1,466 a 1,4166 ab

p value (5,2) 0,6176 0,0016 0,004 0,0472

CV (%) 7,11 11,71 7,25 12,87

IMédias seguidas de mesma letra nas colunas nao diferem entre si (Tukey 5%); *Significativo a 5% **Significativo a 1% e ns—néo

significativo.
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5 DISCUSSAO

5.1 Selecdo dos isolados de Bacillus com base na producdo de metabdlitos
promotores de crescimento, assimilacdo e solubilizacdo de nutrientes para

vegetais

Microrganismos selecionados por testes in vivo e in vitro podem ser utilizados
em formulagdes de biofertilizantes e biopesticidas favorecendo o cultivo de diversas
culturas agricolas, dentre estas, o milho e a cana-de-acucar. Neste estudo foram
avaliados isolados de Bacillus spp. provenientes de diversas fontes, dentre estes
haviam isolados com reconhecida agdo como agentes de biocontrole contra diversos
patdbgenos e promotores de crescimento para importantes culturas comerciais
(CARDOSO E ARAUJO, 2011; DORIGHELLO et al., 2015; BETTIOL et al., 1994).

Os isolados foram selecionados neste trabalho por meio de métodos
bioquimicos que serviram para a descricdo da efetividade destes microorganismos
como agentes de promocéo de crescimento vegetal. Os isolados produziram diversas

substancias relacionadas com o crescimento vegetal (Figura 1).

Adhikari et al. (2017) também testaram isolados bacterianos visando a selecao
de cepas adaptadas a cultura do meldo. Estes autores descreveram que dentre 35
cepas de bactérias Gram negativas e positivas foram selecionados, isolados de
Paenibacillus polymyxa e de Sinomonas atrocyanea com potencial para a promog¢ao
de crescimento de plantas de meldo e o biocontrole de Acidovorax citrulli. De acordo
com os resultados obtidos no presente estudo, de 162 isolados de Bacillus spp. foram
selecionados 12 para os estudos subsequentes (in vitro) e dois para os estudos com

plantas.

Sobre as caracteristicas de promoc¢ao de crescimento verificadas nos isolados
de Bacillus spp., a capacidade de assimilar nitrogénio atmosférico foi a segunda mais
presente nos isolados avaliados (Figura 1). Esta funcdo bioldgica € descrita na
literatura como uma importante maneira de favorecer a absor¢ao deste elemento pelos
vegetais principalmente por conta do seu baixo custo energético. Esta caracteristica
biolégica permite que moléculas de N2 atmosférico sejam transformadas em amonia
ou 6xido nitroso, facilitando a sua absorgéo pelos vegetais e diminuindo a necessidade

7

da utilizacdo de fontes nitrogenadas. Este elemento € essencial em todos os
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processos bioquimicos do vegetal e a possibilidade da utilizacdo de microrganismos
para este fim pode ser uma opcdo para a agricultura (SIVASAKTHI et al., 2014;
KUNDAN et al., 2015; WU et al., 2015; XU et al., 2016). Os isolados de Bacillus spp.
selecionados de acordo com a presenca desta caracteristica foram identificados por
meio de resultados positivos no meio de cultura NFB (OLAREWAJU et al., 2017; XU
e KIM, 2017). Os efeitos reflexos dessa acdo podem ser visualizados na Figura 1, no
gual os microrganismos promoveram maior aporte de N as mudas de cana-de-acucar
e milho (Tabelas 3, 4, 5 e 6). Os dois isolados selecionados para a terceira fase, o B.
velezensis AP-03 e o Bacillus sp. AP-240, apresentam esta caracteristica (Figura 1 e

Anexo 1).

Sobre a solubilizacdo de fosfato (Figura 1 e Tabela 3), o isolado B. velezensis
AP-03 apresentou a maior solubilizacdo de fosfato (Tabela 3). A solubilizacdo deste
elemento pelos isolados, provavelmente aconteceu por meio da transformacéo de
moléculas maiores em moléculas mais simples: H2PO4 e HPO4?2, que sdo assimilaveis
pelos vegetais (WU et al., 2015; XU et al., 2016). Sharma et al (2017) explicaram a
dificuldade da aquisi¢cdo de fontes naturais e sintéticas de fosforo para a agricultura,
sua dinamica diferenciada no solo e na planta séao fatores limitantes para a producao
mundial. Estes autores ainda discutem que a utilizacdo de microrganismos capazes
de solubilizar fosfato de diferentes fontes pode ser uma iniciativa importante para a
agricultura. Sobre a quantificacdo de P-solUvel promovida por alguns isolados pode-
se descrever que esta é considerada alta de acordo com Kavamura (2013). Este autor
descreve que valores acima de 150 mg/mL de fosfatos solubilizados por um
microrganismo é considerado alto e a maioria dos isolados testados neste parametro

apresentaram resultados acima deste valor (Tabela 3).

Os sideroforos sdo responsaveis pela quelatizagdo do elemento ferro. Assim,
os ions deste elemento ocorrentes na suspensdo do solo sdo capturados,
armazenados e disponibilizados para os vegetais de maneira mais eficiente. Esta
fungéo permite que o ferro esteja menos disponivel aos microrganismos nao benéficos
aos vegetais, inclusive ao fitopatdgenos (KUNDAN et al., 2015; WU et al., 2015), como
€ o0 caso do T. paradoxa ou de F. verticillioides. Isolados de Bacillus spp. sdo
conhecidos por serem bons produtores das mais diferentes formas de sideréforos
(OLAREWAJU et al., 2017; XU e KIM, 2017). Os isolados B. velezensis AP-03 e
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Bacillus sp. AP-210 apresentam esta caracteristica e foram os que mais produziram

estas substancias (Tabela 3).

Outro importante fator verificado foi a producédo de fitohorménios por alguns
isolados de Bacillus spp. (Figura 1 e Tabela 3). Os isolados AP-12, AP-42 e AP-165
apresentaram alta producdo de acido-indol-acético (Tabela 3). Quando os isolados
selecionados foram testados quanto a capacidade de producdo de AIA em meio
liquido todos produziram este composto (Tabela 3). O isolado Bacillus sp. AP-12 foi o
maior produtor. Este horménio, quando sintetizado por microrganismos, pode ser
absorvido e utilizado pelos vegetais, promovendo a melhoria do balanco entre o

crescimento e o desenvolvimento vegetal (OLAREWAJU et al., 2017).

Também foi constatada a producéo de acido cianidrico (HCN) pelos isolados
AP-12, AP-61 e AP-165. O HCN apresenta acdo comprovada de promocédo de
crescimento vegetal, principalmente com o favorecimento da emisséo de radicelas e
controle de fitopatdgenos (MISHRA e AHORA, 2012).

5.2 Selecdo dos isolados de Bacillus spp. com base no biocontrole de T.

paradoxa e na promocao de crescimento de cana-de-agucar

Os resultados obtidos neste trabalho sdo importantes para se discutir as
possibilidades da utilizacdo de isolados de Bacillus spp. como agentes de biocontrole
de T. paradoxa e promoc¢ao de crescimento para a cultura da cana-de-acucar. Os
resultados podem servir de base para que mais pesquisas com esta sejam
desenvolvidas, a fim de melhorar a conducédo desta cultura com 0os componentes

observados e descritos nos resultados apresentados nas Tabelas 2 a 5.

De modo geral, os isolados de Bacillus spp. apresentaram resultados pouco
expressivos no controle in vitro de T. paradoxa (Anexo 2). Entretanto, com os 12
isolados selecionados para os testes in vitro (bioncontrole, assimilgdo de nutrientes e
producdo de substancias promotoras de crescimento vegetal) foram verificados
resultados mais animadores, principalmente no que pode ser referido como
caracteristicas que podem promover agfes diretas ou indiretas com a acdo do

patbgeno em questdo. Mesmo que sejam resultados que podem ndo ser téao
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evidenciados pelos testes de biocontrole (Figura 1 e Tabelas 1, 3 - 5). Como acao
direta, que pode ser observada como positiva contra fitopatdgenos habitantes do solo,
inclusive o T. paradoxa, seria que alguns isolados trabalhados apresentam a

caracteristica de producéo de HCN e sideroforos.

Os isolados de Bacillus spp. apresentaram diferencas quanto a inibicdo do
crescimento micelial des T. paradoxa (Anexo 1 e Tabela 1). De acordo com o0s
resultados obtidos, houve a inibi¢cdo total do crescimento micelial de T. paradoxa pelos
isolados de Bacillus sp. AP-115, AP-159 e AP-512. Alguns isolados foram eficientes
na inibicdo da germinacdo de conidios, dentre estes os isolados AP-03 e AP-210
inibiram a germinagédo de conidios de T. paradoxa em 82,9 e 85,9%, respectivamente
(Tabela 1). A acéo destes isolados pode ter sido efetiva pela producéo de substancias
antibiéticas Venturini et al. (2014), George et al. (2013) e Alvindia et al. (2009) e
Alvindia et al. (2012) descrevem o controle de T. paradoxa com a acéo in vitro de
isolados de Bacillus spp provenientes de mudas de bananeiras e em seus frutos.
Nestes trabalhos foi observado que os isolados de T. paradoxa apresentaram alto
nivel de crescimento e desenvolvimento, sendo semelhante ao que pode ser
visualizados no Anexo 2 e na Tabela 1. Brandi (2015), semelhantemente ao que foi
observado neste estudo, descreve que o isolado B. subtilis QST 731 também
apresentou um padrao alto de inibicdo do crescimento de T. paradoxa.

O isolado B. velezensis AP-03 é relatado como agente de biocontrole de
diferentes fitopatdgenos além de ser relatado como sendo um promotor de
crescimento vegetal (DORIGHELLO et al., 2013; DORIGHELLO, 2017). AP-03
apresentou resultados positivos para a inibicdo da germinacdo de conidios e valor
positivo para o teste de catalase, fatores importantes para a inibicdo de um fungo como
o T. paradoxa, que se reproduz assexuadamente de maneira eficaz (FIRMINO e
FURTADO, 2014), e ainda apresentaram resultados positivos nos testes de
assimilacdo de N e solubilizacéo de fosfatos. J& o isolado Bacillus sp. AP-210, pode
ser escolhido pela sua acéo contra a germinacéo de conidios e crescimento micelial
de T. paradoxa (Tabela 1 e Anexo 2), aléem da producdo de AIA (caracteristica
importante quando se trabalha com plantas C4, caso da cana-de-agucar),
solubilizagdo de fosfatos e producdo de sideréforos (agdo importante contra

fitopatdogenos de habitantes do solo).
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Estes isolados foram estudados em cana-de-agucar, ha presenca ou nao de
T. paradoxa, e comparados com B. subtilis QST 731, recomendado pela acdo contra
diversos fitopatogenos (BRANDI, 2015; DORIGHELLO et al, 2013; DORIGHELLO,
2017) e do produto Azoxistrobina + Ciproconazole - 200 + 80 g/L, recomendado para
o tratamento de toletes de cana-de-acUcar contra patdgenos diversos. Foi evidenciado
gue os isolados selecionados nesta pesquisa apresentam caracteristicas promissoras
para a nutricdo vegetal e para o controle de T. paradoxa (Tabelas 1 a 4). Os resultados
da selecédo foram confirmados em testes com mudas de cana-de-acucar. Na ultima
fase foi verificado que os isolados promoveram o crescimento de cana-de-agucar e

controlaram T. paradoxa (Tabelas 4 e 5).

Essa caracteristica também pode ter favorecido o crescimento vegetal e a
defesa das mudas de cana a T. paradoxa, através da ativacdo e melhoria de rotas
bioguimicas de construcéo de tecidos e ativacdo de defesas presentes nos vegetais

estudados na ultima fase desta pesquisa (Tabelas 4 e 5).

Semelhantemente aos dados descritos nesse trabalho, Campos (2010) e
Souza et al. (2017) observaram aumento de mais de 40% na producdo de matéria
seca em mudas de cana-de-acucar pela presenca de diferentes isolados de Bacillus
spp. no sistema e que estes produziam sideréforos. Mudas de cana debilitadas pela
acao de T. paradoxa podem apodrecer antes de emergirem ou produzirem plantas
debilitadas, este fato foi constatado nos resultados descritos na Tabela 5, em que
houve uma diminuicdo do percentual de brotacdo das mudas. A literatura descreve
gue, em condicdo de campo, pode ser observada reducdo de cerca de 50% de
brotacdo (LODO, 2013; CHAPOLA et al., 2014).

Uma diminuicdo da brotacdo em cerca de 85%, quando comparado com o
tratamento controle, foi observada na testemunha absoluta e também foi constatada
incidéncia de 83,3% de T. paradoxa nos toletes examidados. Nos tratamentos em que
foi realizado algum tipo de tratamento sanitario foi observada reducédo de 50% do
fungo nos toletes. Bacillus sp. AP-210 proporcionou aumento de cerca de 60% em
relacdo a testemunha sem tratamento e somente 32% dos toletes apresentaram a
incidéncia de T. paradoxa (Tabela 5). Provavelmente, a produgcdo de substancias
antibidticas, a competicdo por nutrientes e a producao de sideroforos realizadas por

esses isolados podem estar envolvidos na inibicdo do patégeno (KULIMUSHI et al.,
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2017; OLAREWAJU et al., 2017; XU e KIM, 2017). Isolados de Bacillus spp. sé&o
conhecidos como produtores de diversas moléculas que inibem outros
microrganismos, como por exemplo iturinas e fegicinas (KULIMUSHI et al., 2017;
OLAREWAJU et al., 2017; XU e KIM, 2017; CAWOY et al., 2014).

O isolado de B. velezensis AP-03 é relatado como eficiente na promocéao de
crescimento e no controle da ferrugem asiatica da soja (DORIGHELLO et al., 2013) e
no controle de outros patégenos, como Pyricularia oryzae e Hemileia vastatrix
(BETTIOL et al., 1991; BETTIOL et al., 2004). B. velezensis AP-03 e Bacillus sp. AP-
210 promoveram o controle de T. paradoxa em cerca de 25 e 40% em condi¢des de
laboratério (Tabelas 4 e 5). Na presenca de T. paradoxa no solo foi observada a
promocao de crescimento das mudas de cana-de-agucar por B. velezensis AP-03 e
Bacillus sp. AP-210 em tratamento dos toletes (Tabela 5). Estes dois isolados foram
superiores ao produto comercial a base do isolado B. subtilis QST 731 (Tabelas 4 e
5). O isolado B. velezensis AP-03 aumentou a massa seca total das plantas de cana-
de-acucar e promoveu diminuicdo da efetividade de T. paradoxa (Tabelas 4 e 5).

A promoc¢do de crescimento € importante para que as plantas de cana-de-
acucar estejam mais nutridas, assim estas podem crescer mais rapidamente e tornar
resistentes contra T. paradoxa, pois este fungo tem uma maior facilidade de atacar as
plantas de cana-de-acgUcar quando ocorre retardo no crescimento e desenvolvimento,
causado por problemas nutricionais e temperaturas amenas (CHAPOLA et al., 2014;
FIRMINO E FURTADO, 2014). A promoc¢ao de crescimento observada nas mudas
plantadas em substrato com a presenca de T. paradoxa pode ter sido um dos fatores
que promoveu a diminuicdo da efetividade do patégeno. As acdes de promocao de
crescimento e de biocontrole de T. paradoxa em mudas de cana-de-acucar
promovidas por B. velezensis AP-03 e Bacillus sp. AP-210 podem ser ferramentas

importantes para o favorecimento da cultura da cana-de-agucar (Tabelas 2-5).

5.3 Selecdo dos isolados de Bacillus spp. com base no biocontrole de F. verticillioides e na

promocao de crescimento de milho

A ocorréncia de F. verticillioides em sementes e grdos de milho tem sido
apontada como um dos mais importantes problemas ocorrentes nesta cultura. Os

isolados de Bacillus spp. avaliados neste estudo indicam um potencial de melhorar a
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sanidade de sementes de milho infectadas com F. verticillioides e estimular os

processos fisiologicos nas plantas.

O método de inoculagdo de F. verticillioides nas sementes de milho permitiu a
transmissao deste fungo das sementes infectadas para as sementes sadias e para as
plantulas produzidas, fato comprovado pelo alto indice de transmisséo visualizado nos
testes realizados com sementes e plantulas. No entanto, ndo foram observados
sintoma de damping-off nas plantas. Sendo interessante este fato, pois o patdégeno
pode sobreviver em plantulas de milho como endofitico, sem provocar sintomas e
ainda ser transmitido para as sementes produzidas por estas plantas (MACHADO et
al., 2013; NGUYEN et al., 2017). Ainda sobre os sintomas decorrentes da infeccéo
deste fungo em plantulas de milho, o amarelecimento das plantas e a diminuicdo de

producdo de biomassa foram observados (Tabelas 2, 6 a 9; Figuras 2 e 3).

Os resultados obtidos podem ser Gteis para a melhoria do manejo da cultura
para o controle de F. verticillioides, enfatizando o uso de Bacillus spp. como agentes

de biocontrole e promotores de crescimento de plantas.

Os resultados indicam que a utlizacdo dos isolados de Bacillus spp.
selecionados podera ser promissora para diferentes culturas agricolas. Os isolados
de Bacillus spp. promoveram crescimento e biocontrole de F. verticillioides em
diferentes niveis de acdo. De maneira geral, os isolados de B. velezensis AP-03 e
Bacillus sp. AP-210 apresentaram resultados semelhantes ao produto comercial a
base de Bacillus.

O antagonismo apresentado pelos isolados Bacillus sp. esta relacionado a
producdo de metabdlitos que inibem o crescimento micelial e a germinacdo de
conidios do patdgeno. lturina e fengicina estdo entre as moléculas produzidas por
isolados de Bacillus spp. (NGUYEN et al., 2017; KULIMUSHI et al., 2017). Kulimushi
et al. (2017) observaram que diferentes isolados de Bacillus sp., inclusive o isolado B.
subtilis QST-713, sdo descritos como produtores destes lipopeptideos, possivelmente
os isolados AP-3 e AP-210 também produzam esses metabdlitos. Ainda estes autores
descrevem que o isolado B. subtilis QST-713 controlaram Rhizomucor variabilis,

patogeno de plantulas e sementes de milho.
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Os isolados de Bacillus sp. melhoraram a qualidade fisiologica das sementes
e plantulas (Figura 4). Estes organismos aumentaram a germinagdo das sementes
gue sofreram injuria no teste de envelhecimento acelerado, em comparacdo com a
testemunha. Tal acdo pontua provavelmente que possiveis compostos produzidos
pelos isolados de Bacillus spp. melhoraram a fisiologia de sementes de milho, mesmo

em condicOes de estresse (Nguyen et al., 2017).

Associado a isto, a presenca dos fungos Aspergillus, Penicillium e Fusarium
foi diminuida pela acéo dos isolados de Bacillus spp. (Figura 3). Pereira et al. (2011)
descrevem que o tratamento de sementes de milho, artificialmente inoculadas com F.
verticillioides F405, com B. amyloliquefaciens melhorou a sanidade e a fisiologia
destas plantulas. Também foi observado que carboxim (200g/L) + thiram (200 g/L)
diminuiram a incidéncia de F. verticillioides e dos demais fungos de armazenamento
(Figura 3).

O isolado Bacillus sp. AP-210 promoveu o crescimento das plantas (Tabelas
2, 3). Estes resultados, provavelmente, ocorreram pela acdo de producédo de
horménios e pela absorcédo de nutrientes (N, P) mediados pelos isolados de Bacillus
spp. e utilizados pelas plantas de milho (NGUYEN et al., 2017; KULIMUSHI et al.,
2017). Este resultado contrapem os descritos por Wu et al. (2005), os quais
verificaram que os isolados B. megaterium e B. mucilaginous, em consorcio ou nao
com fungos arbusculares (Glomus mosseae e Glomus intraradices), sé promoveram
uma melhor nutricdo das plantas de milho na presenca de adubac&o. No presente

trabalho ndo houve adubacéo do solo do plantio.

Lizarraga-Sanchez et al. (2015) descreveram que a acdo de determinados
isolados de Bacillus spp. em plantas de milho permite que estas possam estar melhor
nutridas e protegidas contra a acéao de F. verticillioides por meio das acfes de controle
bioldgico e promocédo de crescimento promovidas por estes isolados bacterianos. A
mesma tendéncia foi observada com os isolados de Bacillus utilizadas neste estudo.
Houve aumento da producdo de pigmentos fotossintetisantes nas plantas tratadas
com Bacillus, aumentando a producéo de clorofila a, b e a+b. Diferentemente da
testemunha inoculada, em que as plantas estavam amareladas e produziram mais
carotenoides. Fato este, descrito por Szafranska et al. (2017), como sendo um sintoma

de desordem fisioldgica causada por algum fator de estresse na planta. Este
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amarelecimento € um dos principais sintomas do ataque de F. verticillioides em plantas
de milho (MACHADO et al., 2013; LIZARRAGA-SANCHEZ et al., 2015; NGUYEN et
al., 2017). Desta forma, os tratamentos com Bacillus sp. melhoraram a condi¢do de
funcionamento das reacdes de fotossintese nas plantas de milho, mesmo com a
presenca de F. verticillioides nas sementes (LIZARRAGA-SANCHEZ et al., 2015;
NGUYEN et al., 2017; KULIMUSHI et al., 2017).

Os isolados B. velezensis AP-03 e o Bacillus sp. AP-210 s&o promissores
agentes de biocontrole de F. verticillioides e promotores de crescimento em milho
(Tabelas 6 a 9; Figuras 2 e 3), possivelmente pelo fato destes isolados produzirem
horménios e facilitarem o acesso das plantas aos nutrientes e pelos mecanismos de
acdo. Estas caracteristicas também foram encontradas em outros isolados de Bacillus
(XU et al., 2016; OLAREWAJU et al., 2017; XU e KIM, 2017).

Neste sentido pode-se afirmar, conforme Lizarraga-Sanchez et al. (2015), que
o biocontrole de F. verticillioides em milho por isolados de Bacillus pode ser utilizado

como uma ferramenta de manejo da cultura.
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6 CONCLUSOES

Isolados de Bacillus spp. sdo conhecidos pela acdo como agentes de
biocontrole contra diversos patdgenos e promotores de crescimento para importantes
culturas comerciais. De acordo com os resultados obtidos no presente estudo dos162
isolados de Bacillus spp. testados foram selecionados 12 para o0s estudos
subsequentes (in vitro) e somente dois para os estudos com plantas. Os isolados

selecionados para o estudo in vivo, foram: B. velezensis AP-03 e Bacillus sp. AP-210.

Por meio dos resultados obtidos nos ensaios in vivo, pode-se inferir que os
isolados B. velezensis AP-03 e o Bacillus sp. AP-210 apresentaram 0 comportamento
de agentes de promocao de crescimento vegetal e de biocontrole de T. paradoxa e F.
verticillioides, para as culturas da cana-de-acucar e do milho, respectivamente.
Entretanto, antes de recomendacdo de uso destes isolados na agricultura, ha
necessidade de reaizar mais estudos em condi¢cbes de campo.
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ANEXOS

Anexo 1. Resultados da selecdo dos isolados com base nos testes de producdo de metabdlitos
promotores de crescimento, assimilacdo e solubilizacdo de nutrientes; referentes aos 162 isolados de
Bacillus spp. testados na primeira fase da pesquisa. Os resultados estdo descritos como positivos (+)
ou negativos (-) para os testes de assimilacdo de nitrogénio (AN); solubilizacdo de fosfatos (SP);
producédo de &cido indol-acético (AlA), de acido cianidrico (HCN), sideroforos (SID) e catalase .

ISOLADO | HCN | AIA SP AN | CATALASE | SID |ISOLADO | HCN | AIA SP AN | CATALASE | SID
AP-01 - - - + + - AP-100 - - - + + -
AP-02 - - + + + - AP-101 - - - + + -
AP-03 - - - + + + AP-104 - - + - + -
AP-07 - - + + + - AP-105 - - - + + -
AP-08 - - - + + - AP-106 - - - + + +
AP-11 - - + + + - AP-108 - - - - + -
AP-12 + - + + - + AP-110 - - - + + -
AP-14 - - - + - - AP-111 - - - - + -
AP-20 - - + - - - AP-113 - - - + + -
AP-21 - - + - - - AP-114 - - - + + -
AP-22 - - + - + - AP-115 - - - + + +
AP-23 - - + + + - AP-117 - - - + + +
AP-25 - - - + + - AP-119 - - + + + -
AP-26 - - - + - - AP-120 - - - + +
AP-27 - - - + + - AP-121 - - - + + -
AP-31 - - - + - - AP-123 - - - - + -
AP-38 - - + - - - AP-124 - - - + + -
AP-39 - - + - + - AP-130 - - - + + -
AP-40 - - - - + - AP-131 - - - + + -
AP-41 - - - + + - AP-135 - - - + + -
AP-42 + - - - + - AP-136 - - - + + -
AP-43 - - - + + - AP-137 - - - + + -
AP-44 - - - + + - AP-138 - - + - + -
AP-48 - - - + + - AP-140 - - + - + -
AP-49 - - - + + - AP-142 - - + - + -
AP-51 - - - + + - AP-143 - - - + + -
AP-55 - - + + + - AP-144 - - - + + -
AP-56 - - - + + - AP-145 - - - + + -
AP-59 - - - - + - AP-146 - - - + + -
AP-60 - - - + + + AP-147 - - - + + -
AP-61 - + - - + + AP-148 - - - + + -
AP-63 - - - + + - AP-150 - - + + + -
AP-68 - - - + + - AP-151 - - - + + -
AP-70 - - - + + - AP-152 - - + - + -
AP-73 - - - + + - AP-153 - - - + + -
AP-76 - - - + + - AP-155 - - - + + -
AP-79 - - - + + - AP-159 - - + + - -
AP-80 - - - - + - AP-161 - - - - - -
AP-81 - - + - + - AP-164 - - - + - -
AP-82 - - - + + - AP-162 - - + - + -
AP-84 - - - + + - AP-165 + - + + + +
AP-85 - - + + + - AP-173 - - - - + +
AP-87 - - + + + - AP-181 - - - + + -
AP-88 - - + + + + AP-183 - - - + +
AP-89 - - - - + - AP-186 - - - - + -
AP-90 - - - - + - AP-188 - - + + + -
AP-91 - - - - + - AP-189 - - - + + -
AP-93 - - - + + - AP-193 - - - - - -
AP-94 - - - + + - AP-198 - - - + + -
AP-97 - - + - + - AP-203 - - + + + -
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Anexo 1. (Cont.) Resultados da selegdo dos isolados com base nos testes de producédo de metabdlitos
promotores de crescimento, assimilacdo e solubilizacdo de nutrientes; referentes aos 162 isolados de
Bacillus spp. testados na primeira fase da pesquisa. Os resultados estdo descritos como positivos (+)
ou negativos (-) para os testes de assimilacdo de nitrogénio (AN); solubilizacdo de fosfatos (SP);
roducéo de acido indol-acético (AlA), de acido cianidrico (HCN), sider6foros (SID) e catalase.

Isolados | HCN | AIA | SP NA | CATALASE | SID |ISOLADO | HCN | AIA | SP NA | CATALASE | SID
204 - - - - + - 502 - - - + + -
209 - - - + + - 503 - - - - + -
210 - + - + - + 504 - - - + + -
212 - - - + + - 505 - - - - + +
213 - - - + + - 506 - - - + + -
214 - - - + + - 507 - - - + + -
216 - - - + + - 508 - - - + + -
219 - - - + + - 509 - - - + + -
227 - - - + + - 510 - - - + + -
229 - - - - - - 511 - - - + -
238 - - - + + - 512 - - + + + +
239 - - - + - - 517 - - - + + -
240 - + - + + - 519 - - - + + -
251 - - - + + - 502 - - - + + -
254 - - - + + - 503 - - - - + -
262 - - - - - - 504 - - - + + -
268 - - - + + - 505 - - - - + +
275 - - - + - - 506 - - - + + -
279 - - - - - - 507 - - - + + -
276 - - - + - - 508 - - - + + -
281 - - + + - - 509 - - - + + -
284 - - - - + - 510 - - - + + -
287 - - - + + - 511 - - - + -
297 - - - - + - 512 - - + + + +
302 - - - + + - 517 - - - + + -
312 - - - + + - 519 - - - + + -
322 - - - + + -

323 - - - + + -
324 - - - + + -
325 - - + + - -
326 - - - + + -
328 - - - + + -
329 - - - + + -
330 - - - + + -
331 - - - + + -
332 - - - + - -
333 - - - + - -
338 - - - + - -
339 - - - + + -
340 - - - + + +
341 - - - + + -
343 - - - + + -
345 - - - + + -
346 - - - + + -
349 - - - + + -
365 - - - + - -
404 - - + + + +
429 - - - + - -
443 - - - + + -
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Anexo 2. Inibicdo de Thielaviopsis paradoxa por diferentes isolados de Bacillus spp.
Legenda: : <25,0% de inibicao (+); entre 25,1-75,0% de inibicéo (++) e mais que 75,1%
de inibicao (+++).

Isolado Ni.\/(e.l ge Isolado Ni.\/e.l ge Isolado [\Ii_ve_l ge Isolado N".V(a‘.l ge
inibicdo inibicdo inibicdo inibicdo
AP-01 + AP-85 ++ AP-151 + AP-297 +
AP-02 + AP-87 ++ AP-152 + AP-302 +
AP-03 ++ AP-88 +++ AP-153 ++ AP-312 +
AP-07 + AP-89 + AP-155 ++ AP-322 ++
AP-08 + AP-90 + AP-159 +++ AP-323 ++
AP-11 ++ AP-91 + AP-161 + AP-324 ++
AP-12 ++ AP-93 + AP-164 + AP-325 ++
AP-14 ++ AP-94 + AP-162 + AP-326 ++
AP-20 + AP-97 + AP-165 ++ AP-328 ++
AP-21 + AP-100 + AP-173 ++ AP-329 +
AP-22 + AP-101 ++ AP-181 ++ AP-330 ++
AP-23 + AP-104 ++ AP-183 + AP-331 ++
AP-25 + AP-105 ++ AP-186 + AP-332 +
AP-26 ++ AP-106 ++ AP-188 + AP-333 +
AP-27 + AP-108 + AP-189 + AP-338 ++
AP-31 ++ AP-110 + AP-193 ++ AP-339 ++
AP-38 ++ AP-111 + AP-198 ++ AP-340 +
AP-39 + AP-113 + AP-203 + AP-341 +
AP-40 + AP-114 + AP-204 + AP-343 +
AP-41 ++ AP-115 +++ AP-209 ++ AP-345 +
AP-42 ++ AP-117 + AP-210 ++ AP-346 +
AP-43 ++ AP-119 + AP-212 ++ AP-349 +
AP-44 + AP-120 + AP-213 ++ AP-365 ++
AP-48 + AP-121 + AP-214 ++ AP-404 ++
AP-49 + AP-123 + AP-216 ++ AP-429 +
AP-51 + AP-124 + AP-219 ++ AP-443 ++
AP-55 + AP-130 + AP-227 + AP-502 +
AP-56 + AP-131 + AP-229 ++ AP-503 +
AP-59 + AP-135 ++ AP-238 ++ AP-504 +
AP-60 + AP-136 ++ AP-239 + AP-505 +
AP-61 + AP-137 ++ AP-240 ++ AP-506 +
AP-63 + AP-138 + AP-251 ++ AP-507 +
AP-68 ++ AP-140 + AP-254 ++ AP-508 +
AP-70 ++ AP-142 + AP-262 ++ AP-509 +
AP-73 + AP-143 + AP-268 + AP-510 ++
AP-76 ++ AP-144 + AP-275 ++ AP-511 +
AP-79 + AP-145 + AP-279 + AP-512 +++
AP-80 + AP-146 + AP-276 + AP-517 +
AP-81 ++ AP-147 + AP-281 ++ AP-519 ++
AP-82 ++ AP-148 + AP-284 ++
AP-84 ++ AP-150 + AP-287 ++




