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RESUMO

A gueima-das-folhas na cultura da cenoura pode ser causada por um complexo
etiolégico, entre os quais se destaca o fungo A. dauci. Este patdgeno é transmitido
por sementes infectadas, podendo reduzir a germinagcdo e vigor, ressaltando a
importancia da utilizacdo de sementes isentas deste fungo. O género Bacillus tem sido
investigado pela sua habilidade de controlar fitopatdgenos, caracteristica concedida
principalmente ao mecanismo de antibiose. Seu emprego possui o0 intuito de minimizar
os efeitos negativos do uso de produtos quimicos e aumentar a producéo de alimentos
de melhor qualidade, propiciando, assim, o desenvolvimento de uma agricultura
alternativa e/ou sustentavel. Diante do exposto, o presente trabalho teve como
objetivo verificar a viabilidade do emprego das bactérias B. pumilus e B. subtilis como
alternativa de controle de A. dauci em sementes de cenoura, avaliando a acéo in vitro
destas antagonistas sobre o patdégeno e os efeitos de seu emprego no tratamento das
sementes sobre a qualidade sanitaria e fisiolégica das sementes tratadas, e no
desenvolvimento inicial das plantulas. Inicialmente, foi avaliado o efeito in vitro de B.
subtilis (linhagem QST 713) e B. pumilus (linhagem QST 2808) sobre o A. dauci por
meio do teste de pareamento em meio de cultura, em placas de Petri. Em seguida,
sementes de cenoura cultivar Brasilia foram tratadas com as espécies de Bacillus,
para averiguar o efeito dos antagonistas in vivo. Sementes tratadas com fungicida a
base de ditiocarbamato, sementes inoculadas néo tratadas e sementes nao
inoculadas nao tratadas compuseram os demais tratamentos. Apds os tratamentos,
as sementes foram avaliadas quanto a qualidade sanitaria, pelo método do papel filtro,
e ao potencial fisiolégico pelos testes de primeira contagem de germinacdo (PCG -
vigor) e germinacao (G). Para avaliar o efeito dos tratamentos no desenvolvimento
das plantulas, em casa-de-vegetacdo, foram avaliados o indice de velocidade de
emergéncia (IVE), comprimento de raiz e de parte aérea, e massa fresca e seca de
raiz e parte aérea. No teste in vitro, ndo houve diferenga estatistica entre os
tratamentos para a formacéo do halo de inibicdo, mostrando que os isolados de B.
subtilis e B. pumilus empregados tém pouco e/ou nenhum efeito antagonista contra A.
dauci. O tratamento biolégico com B. subtilis e B. pumilus diminuiu a incidéncia do
patdogeno nas sementes de cenoura. Com relacéo a qualidade fisiologica, B. subtilis
nao interferiu na germinacao e vigor (PCG) das sementes, mas B. pumilus apresentou

efeitos distintos sobre estas variaveis nos dois ensaios, interferindo negativamente na



PCG e germinacdo no primeiro ensaio. O tratamento bioldégico das sementes nao
interferiu no desenvolvimento das plantulas nos experimentos em casa-de-vegetacao.
Os resultados indicam que B. subtilis tem potencial de emprego no manejo de A. dauci
nas sementes de cenoura. Embora B. pumilus tenha sido eficiente na reducdo do
patdgeno nas sementes, os efeitos deste antagonista na germinacéo e vigor sugerem
a necessidade de mais investigacOes para a sua recomendag¢ao na microbiolizacao

de sementes de cenoura.

Palavras-chave: controle alternativo, Daucus carota, microbiolizacdo de sementes,

patologia de sementes, queima-das-folhas da cenoura.



ABSTRACT

Carrots leaf blight can be caused by an etiological complex, which includes Alternaria
dauci fungus. Infected seeds transmit this pathogen, which can reduce germination
and vigor, highlighting the importance of using seeds free of this fungus. The genus
Bacillus has been investigated for its ability to control phytopathogens, a characteristic
attributed mainly to the mechanism of antibiosis. Its use seeks to minimize the negative
effects of chemical products and increase the production of better quality food, thus
providing the development of an alternative and/or sustainable agriculture. Regarding
the aforementioned, the present study aimed to verify the use of B. pumilus and B.
subtilis as an alternative to control A. dauci in carrot seeds, by the evaluation of those
antagonists in vitro action on the pathogen, the effects of their use in seed treatments
on the sanitary and physiological quality of the treated seeds, and on the initial
development of the seedlings. Initially, the in vitro effects of B. subtilis (QST 713 strain)
and B. pumilus (QST 2808 strain) on A. dauci were evaluated through the pairing test
in culture medium, in Petri dishes. Then, cultivar Brasilia carrot seeds were treated
with Bacillus species, to investigate the effect of antagonists in vivo. Seeds treated with
a dithiocarbamate-based fungicide, untreated inoculated seeds and untreated
uninoculated seeds composed the other treatments. After the treatments, seeds were
evaluated for sanitary quality, with the filter paper method, and for the physiological
potential, with the first germination count (PCG - vigor) and germination (G) tests. In
order to evaluate the treatments effect on seedling development, emergence speed
index (IVE), root and shoot length, as well as root and shoot fresh and dry mass were
evaluated in greenhouse experiments. There was no statistical difference between the
treatments for the inhibition halo in in vitro tests, showing that the B. subtilis and B.
pumilus isolates tested have little and/or no antagonistic effect against A. dauci.
Biological treatment with B. subtilis and B. pumilus reduced the incidence of the
pathogen on carrot seeds. Concerning seeds physiological quality, B. subtilis did not
interfere with seeds germination and vigor (PCG), but B. pumilus had different effects
on these variables in the two assays, presenting negative interference on PCG and
germination in the first assay. The biological treatment of the seeds did not interfere in
seedlings development in greenhouse experiments. The results indicate that B. subtilis
has potential for use in the management of A. dauci in carrot seeds. Although B.

pumilus was efficient in reducing the pathogen incidence in seeds, the effects of this



antagonist on germination and vigor suggest that further investigations are necessary

for its recommendation in carrot seeds microbiolization.

Keywords: alternative control, Daucus carota, seed microbiolization, seed pathology,

carrot leaf blight.
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1 INTRODUCAO

A cenoura (Daucus carota L.) tem grande relevancia socioecondmica para o
agronegacio brasileiro, estando entre as cinco hortalicas mais consumidas no Brasil.

A cenoura é uma cultura suscetivel ao ataque de doencas fungicas e bacterianas,
dentre as quais se destaca a queima-das-folhas, que pode ser causada pelos fungos
Alternaria dauci e Cercospora carotae, e pela bactéria Xanthomonas hortorum pv.
carotae. A queima-das-folhas por Alternaria ocorre prioritariamente no verdo, em
épocas mais Umidas e quentes. Por ser a doenca que ocorre em quase todo o pais, e
com patdgenos que podem ser disseminados facilmente pelo vento, irrigacdo e/ou
chuva, e sementes, a queima-das-folhas causa grandes danos econémicos, podendo
reduzir quase pela metade a producéo.

O uso de defensivos agricolas € o método mais aplicado para controlar a doenca.
Este método pode ser de dificil aplicacdo em determinadas fases da cultura e nem
sempre oferece bons resultados, apresentando baixa eficiéncia de alguns ingredientes
ativos por resisténcia do patégeno ou ineficiéncia de aplicacdo a depender de fatores
como vento e chuva.

Nesse contexto, o controle bioldgico por microrganismos apresenta-se como uma
possibilidade para a diminui¢cdo ou eliminacdo da aplicacdo de defensivos quimicos
no controle de fitopatdgenos. A diversidade de microrganismos com ag&o antagonica
surge como ferramenta importante para o controle biolégico.

O género Bacillus tem se destacado nas pesquisas por formar enddsporo e
apresentar variabilidade nos mecanismos de acdo para driblar as defesas dos
fitopatdogenos. O antagonismo pode se apresentar tanto direto com a producao de
antibioticos, habilidade de competicdo por espaco e nutriente, producdo de enzimas
gue degradam os componentes celulares de patdgenos, quanto indireto, sendo capaz
de trazer beneficios como resisténcia sistémica e promocdo de crescimento da
cultura. Apesar do uso do Bacillus trazer diversos beneficios, sua eficiéncia depende
de varios fatores como forma de aplicacdo e cultura no qual sera aplicado. Além disso,
poucas espécies desse género sao registradas para uso comercial.

Diante do exposto, a presente pesquisa visou verificar a viabilidade do emprego
das bactérias B. pumilus e B. subtilis como alternativa de controle de A. dauci em

sementes de cenoura, avaliando a a¢éo in vitro destas antagonistas sobre o patégeno
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e os efeitos de seu emprego no tratamento das sementes sobre a qualidade sanitaria

e fisiologica das sementes tratadas, e no desenvolvimento inicial das plantulas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cultura da cenoura (Daucus carota L.)

A cenoura tem grande destaque na economia do pais, sendo considerada a
principal hortalica-raiz na alimentacdo da populacédo brasileira, por ser rica em
vitaminas e sais minerais (PEREIRA, 2013).

Originaria da regido asiatica, a cenoura atualmente € consumida na cor
alaranjada e um pouco adocicada (FILGUEIRA, 2000). Antes do processo de
domesticacdo, a cenoura apresentava um sabor amargo, era peguena € pouco
palatavel, mas, decorridos varios ciclos de plantios, com a ocorréncia da
domesticacdo e varias mutacfes naturais, essa hortalica tornou-se versatil, com
variedades e cores distintas, sabor mais agradavel e com diferentes tamanhos e
formatos de raizes (STOLARCZYK; JANICK, 2011).

A cenoura é uma hortalica pertencente a familia Apiaceae, estando no grupo das
raizes tuberosas. E uma planta herbacea de caule pouco evidente, posicionado no
ponto de insercao das folhas. As principais caracteristicas da cenoura comercial séo:
raiz tuberosa, lisa, carnuda, reta e sem ramificacdes, de formato conico ou cilindrico
(FILGUEIRA, 2000).

Quanto ao aspecto alimentar, € uma importante fonte vegetal de minerais e
vitaminas, rica em antioxidantes, fibras, beta caroteno, alfa caroteno e retinol (vitamina
A). O beta caroteno é um importante precursor da vitamina A, sendo um dos
responsaveis pela cor alaranjada caracteristica da cenoura. Além de ser consumida
in natura, é empregada como matéria-prima pelas industrias alimenticias, sendo
comercializada na forma processada (seleta de legumes, alimentos infantis e sopas)
ou minimamente processada (cubos, mini-cenouras, raladas em rodelas) (ALMEIDA,
2009).

A producdo mundial de cenoura, em 2019, foi de 44,76 milhdes de toneladas
cultivadas em 1,13 milhdes de hectares. Nesse ano, 0os maiores produtores mundiais
foram: China, Estados Unidos, Russia, Uzbequistdo, Polénia, Reino Unido, Franca,
Japao, Ucrania e ltalia (FAO, 2021).

De acordo com o Anuério Brasileiro de Hort&Fruti 2021 (2021), no ultimo Censo

Agropecuario do IBGE (2017), a producdo de cenoura no Brasil alcangou
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aproximadamente 480 mil toneladas. O Pais tem cinco regides identificadas com a
producdo de cenoura. A maior esta localizada em S&do Gotardo (Minas Gerais),
seguida por Marilandia (Parand), Cristalina (Goias), Irecé (Bahia) e Caxias do Sul (Rio
Grande do Sul), com éareas cultivadas de 7.377 hectares,1.550 hectares,1.450
hectares,1.400 hectares e 1.300 hectares, respectivamente.

A temperatura € um importante fator climatico para a producdo de raizes. O
alongamento das raizes e o0 desenvolvimento de coloragdo caracteristica sao
favorecidos com temperaturas em torno de 10 a 15°C, e para 0 processo de
germinacao a temperatura ideal é entre 8 a 35°C, sendo a velocidade e a uniformidade
de germinacdo influenciadas pela temperatura dentro desse intervalo. Na fase
vegetativa da cultura, podem ocorrer doengas foliares, favorecidas por umidade
relativa do ar alta e temperaturas elevadas (VIEIRA et al., 1999).

Com relacéo a diversidade de cultivares de cenoura, sdo encontradas no mercado
sementes de Brasilia, Alvorada, Planalto, Esplanada, Kuronan, Nova Kuroda, Prima,
Nova Carandai, Nantes, Harumaki Kinko, Gossum, Tropical, Juliana e Invicto (MATOS
etal., 2011). Cada cultivar apresenta caracteristicas tipicas quanto ao formato de suas
raizes, resisténcia a doencas e, sobretudo, quanto ao periodo de implantacdo da
cultura, o que propicia o cultivo de cenoura no ano todo na mesma regiao, desde que
seja adotada a cultivar apropriada as condi¢des climaticas predominantes em cada
época (VIEIRA et al., 1999).

O estabelecimento das plantulas em campo depende de varios fatores como
germinacao e vigor. Essas caracteristicas estao diretamente relacionadas ao éxito da
produtividade de hortaligas, como a cenoura (OLIVEIRA, 2015).

A qualidade das sementes € a soma dos atributos que contribuem para o seu
desempenho do armazenamento a germinacdo (RAMOS et al, 2004). Os
componentes da qualidade de semente estédo relacionados com aspectos fisicos,
fisioldgicos, genéticos e sanitarios, cada qual com sua importancia, de acordo com as
caracteristicas e as condi¢coes de producdo da espécie ou de um lote especifico
(CARVALHO; FRANCA NETO; KRZYZANOWSKI, 2006).
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2.2 Doencga queima-das-folhas em cenoura

No Brasil, existem mais de quinze doencas causadas por virus, bactérias, fungos
e nematoides registradas na cultura da cenoura, dentre as quais, uma minoria €
responsavel pela maior parte dos danos na cultura (VIEIRA et al., 1999).

Entre as diversas doencas que afetam a cultura da cenoura, a queima-das-folhas
possui significativa importancia, sendo a doenga mais comum e a que mais causa
prejuizos econdmicos (SILVA JUNIOR et al., 2020). A queima-das-folhas é a principal
doenca foliar da cenoura, podendo ser causada pelos fungos Alternaria dauci,
Cercospora carotae e pela bactéria Xanthomonas hortorum pv. carotae. Esses
patégenos podem ocorrer de forma isolada ou simultaneamente. A identificacdo dos
agentes causadores da queima-das-folhas em condi¢cdes de campo é dificultada pela
similaridade de sintomas causados pelos patdogenos do complexo (RODRIGUES,
2017). Em geral, a doenca é provocada pelas espécies fungicas, com destaque para
A dauci, sendo a queima de etiologia bacteriana associada a periodos de
precipitacdes elevadas (PEREIRA et al., 2019). Normalmente A. dauci produz lesdes
em folhas mais velhas e causa necrose na borda dos foliolos, e C. carotae causa
lesdes mais individualizadas. Os sintomas causados por X. hortorum pv. carotae séo
iguais aos causados pelos fungos, mas é comum uma exsudacao sobre as lesdes
(LOPES; REIFSCHNEIDER; CHARCHAR, 2008).

A. dauci pertence a divisdo Ascomycota, classe Dothideomycetes, ordem
Pleosporales, familia Pleosporaceae (INDEX FUNGORUM, 2019).

Os principais sintomas causados pela A. dauci, sdo pequenas lesdes, de forma
irregular, coloracdo marrom escura ou preta, com halos clorgticos, geralmente
localizadas nas margens e extremidades foliares. Pode ocorrer o aparecimento de
lesbes nos peciolos e inflorescéncias. Em condi¢cdes favoraveis, as lesdes coalescem,
e quando atingem em torno de 40% da area foliar, amarelecem e morrem,
ocasionando o sintoma tipico da queima. Normalmente, os sintomas foliares se
manifestam entre oito a dez dias apds a infec¢cdo. Em niveis avancados da doenca,
h& destruicdo de grande parte das folhas (PEREIRA et al., 2019).

A germinacao dos conidios de A. dauci é influenciada pela temperatura e pelo
fotoperiodo, onde o0s maiores indices de germinacdo s&do observados com
temperaturas variando de 10 a 35°C, sendo a temperatura 6tima 22°C, e o fotoperiodo
em torno de 12 horas luz (MARCUZZO; SANTOS, 2019).
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As sementes, quando infectadas por A. dauci, podem ser totalmente danificadas,
prejudicando a germinacgdo e o vigor. Uma vez presente na semente, esse patégeno
pode se manter viavel por até seis anos, sobrevivendo até o estabelecimento de uma
nova lavoura e inicio de um novo ciclo da doenca (OLIVEIRA, 2015).

O uso de cultivares adaptadas a estacdo do ano e que possuam resisténcia a
doenca é uma das medidas de controle mais recomendadas. As cultivares Brasilia,
Kuroda, Kuronan, Alvorada, Carandai, Esplanada, Prima, Tropical e Planalto
mostram-se com bom nivel de resisténcia, j& as cultivares do grupo Nantes séo
conceituadas como bastante suscetiveis (MATOS et al., 2011).

Para um manejo adequado da queima-das-folhas, é importante adotar uma acéo
conjunta de diferentes praticas agricolas, como a implantagdo da lavoura com
sementes sadias; rotacao de culturas por alguns anos, para reducéo da populacéo do
patdgeno; adubacédo adequada, com o intuito de aumentar a resisténcia da planta a
doenca; controle da umidade mediante plantio em solos com boa drenagem, com
espacamentos entre linhas maiores, plantio em canteiros elevados e evitar irrigacoes
excessivas. O controle genético é uma boa opcdo, mas, a aplicacdo de defensivos
agricolas é o método mais utilizado pela maior parte dos produtores rurais. Porém,
esse método nem sempre alcanca o resultado esperado, seja pela baixa eficiéncia de

alguns ingredientes ativos ou ineficiéncia de aplicacdo (PEREIRA et al., 2019).

2.3 Controle biologico de doencas de plantas

Uma opgao para diminuir ou eliminar o uso de defensivos no controle de
fitopatogenos € o controle bioldégico por microrganismos. Varias técnicas foram
aprimoradas para analisar a natureza das interacdes entre 0s patdgenos e outros
microrganismos e as plantas, essas interagcdes sao fatores componentes do controle
biologico (PEREIRA, 2019). Controle bioldgico é definido como a diminuicdo da soma
de inoculo ou das principais atividades da doenca, causada por um patdgeno,
executada por um ou mais organismos que ndo o homem (COOK; BAKER, 1983).
Desse modo, a eficiéncia do biocontrole depende das caracteristicas antagbnicas e
do mecanismo de a¢ao dos microrganismos empregados (PEREIRA, 2019).

Diversos géneros de microrganismos como por exemplo Trichoderma e
Pseudomonas sdo conhecidos pela capacidade de produzir compostos bioativos.

Algumas caracteristicas sdo essenciais para a obtencdo de um bom antagonista,



21

dentre elas estdo: o estabelecimento rapido no meio, sobreviver sob condicbes
extremas e adversas e ser eficiente contra uma vasta gama de patégenos (BETTIOL,
1991).

Outra qualidade importante para a obtencdo de um antagonista sé&o o0s
mecanismos de acdo que ele utiliza para suprimir o patégeno. Os mecanismos das
interacBes antagbnicas sao: antibiose (producéo de metabdlitos que causam um efeito
negativo no patdgeno), competicdo (patdégeno e antagonista competem por alimento
e/ou espacgo), parasitismo (0 antagonista se nutre das estruturas reprodutivas do
patdgeno), hipoviruléncia (introducdo de uma linhagem menos patogénica no
patdgeno), predacdo (o antagonista obtém alimento a partir de patdgenos) e inducao
de resisténcia (estimulo dos mecanismos de defesa da planta pela introducdo de um
organismo nao patogénico) (BETTIOL, 1991).

O género Bacillus se sobressai pela sua habilidade de controlar fitopatdégenos,
caracteristica atribuida principalmente ao mecanismo de antibiose (CAWOQY et al.,
2011). Bacillus produz antibiéticos como bacitracina, polimixina, tirocidina, gramicidina
e circulina, que séo utilizados em grande escala em diversos setores da industria
(MADIGAN et al.,, 2016). Este género também tem a capacidade de produzir
compostos que sdo indutores de resisténcia, estimulando a defesa da planta (HENRY;
THONART; ONGENA, 2012).

O género Bacillus faz parte do grupo das bactérias quimiotroficas, gram positivas,
cuja principal caracteristica € a producédo de endosporos resistentes ao calor. O solo
€ 0 maior reservatorio de Bacillus, que também pode habitar ambientes extremos,
como desertos e geleiras (GRIGOLETTI JUNIOR; SANTOS; AUER, 2000).

Na agricultura, espécies de Bacillus tém sido utilizadas para aumentar a
resisténcia de plantas a diversos estresses ambientais, atuando como promotores de
crescimento e como agentes de biocontrole contra doencgas e pragas (CLEMENTE
et al., 2016).

A espécie Bacillus subtilis estd entre os antagonistas mais estudados. O
antagonismo direto realizado por B. subtilis contra fitopatdbgenos abrange os
mecanismos de antibiose (sintese de substancias antimicrobianas), a competicao por
espaco e nutrientes, e a sintese de compostos volateis (LEELASUPHAKUL, 2008).
Zhao, Ran e Wang (2013) verificaram a producdo dos lipopeptideos iturina A e
surfactina por B. subtilis na rizosfera, com a avaliacdo de um fertilizante a base de

esterco de porco fortificado com uma cepa antagbnica de B. subtilis (Y-IVI) para
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controlar a doenca de murcha causada por Fusarium oxysporum f. sp. melonis em
melbes. Dessa forma, esses autores concluiram que a eficacia do biocontrole foi
devido a colonizacao efetiva de B. subtilis (Y-IVI) na rizosfera e nos brotos de meldo
no estagio inicial da doenca, também foi observada a producdo de lipopeptideos
antifangico de iturina A e a formacéo de biofilme que contribuiu para a reducéo da
doenca.

Zhang e Xue (2010) avaliaram a eficicia de suspensdes de células, filtrados de
cultura livres de células e culturas liquidas de B. subtilis cepa SB24 para a supressao
do mofo branco, causado por Sclerotinia sclerotiorum, em plantas de soja, e
concluiram que as trés preparacgdes na concentracédo de 5x108 UFC mL reduziram a
severidade da doenca em 60 a 90%, e houve a diminuicdo da severidade quando as
preparacdes foram aplicadas 24 horas antes da inoculagcdo da planta com S.
sclerotiorum, mostrando efeitos melhores na protecdo preventiva do que na acao
apos a infeccdo do patogeno.

Braga Junior et al. (2017) avaliaram a potencialidade antagonista de sete isolados
de B. subtilis aos fungos fitopatogénicos Fusarium subglutinans, Curvularia lunata e
Bipolaris spp. in vitro utilizando as técnicas: cultura fingica sobre cultura antagonista,
pareamento com risco no centro da placa e técnica de circulo, pareamento direto, e
concluiram que os isolados UFTBs 03, UFTBs 05, UFTBs 06 e UFTBs 07 foram
eficientes na inibicdo de crescimento micelial dos fungos patogénicos, quando
avaliados pelos métodos de circulo e o de cultura fungica sobre cultura antagonista,
tendo a maior porcentagem de inibicdo de crescimento micelial.

Pershakova et al. (2018) investigaram as propriedades in vitro e in vivo de trés
linhagens de B. subtilis no controle dos fungos Sclerotinia sclerotiorum, Alternaria
radicina e Erwinia carotovora, causadores de doencas em cenoura, principalmente
no armazenamento. Foi observado que B. subtilis (IMP 215) conseguiu controlar os
trés patdgenos in vitro, ja no controle in vivo em armazenamento, B. subtilis controlou
apenas dois patogenos (A. radicina e E. carotovora).

Dentre os principais beneficios propostos pelo uso de B. subtilis em plantas estdo
o controle de fitopatdgenos, e o efeito adicional de promover o crescimento, em razao
do incremento de fixacdo de nitrogénio, solubilizacdo de nutrientes, sintese de
fitorménios. B. subtilis também dispde da habilidade de ocupar diferentes nichos e
apresentar uma maior versatilidade fisiolégica (LANNA FILHO; FERRO; PINHO,
2010). Com o intuito de analisar o aumento da producao de soja com o uso de B.
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subtilis, Santos Filho (2020) avaliou a eficiéncia de um produto comercial a base de
B. subtilis no incremento de biomassa e acumulo de nutrientes nos graos de
cultivares de soja na presenca e auséncia de molibidénio, e concluiu que o uso de B.
subtilis em doses de 0; 0,25; 0,50; 0,75 e 1 litro de produto/50 kg de sementes, com
ou sem molibidénio ndo afetaram significativamente a produtividade das plantas de
soja e 0s teores nutricionais nos graos estiveram dentro do nivel adequado.

Outra espécie utilizada no controle de doencas de plantas € Bacillus pumilus. O
modo de acdo dessa espécie € baseado em competicdo por nutrientes e espaco,
também podendo estimular o sistema de defesa da planta. B. pumilus age de forma
preventiva e busca impedir o progresso da doenca, principalmente contra o
desenvolvimento de oidios, mildios, ferrugens e outros patdégenos em cereais,
frutiferas, hortalicas e uva (COPING, 2009, BARGABUS et al., 2004).

Luna, Mariano e Souto-Maior (2002) avaliaram o potencial da atividade antibi6tica
de nove isolados do género Bacillus testados in vitro contra Xanthomonas campestris
pv. campestris em cruciferas. Dos nove isolados estudados, somente quatro
mostraram atividade antibiética, dentre os quais estdo B. pumilus C116 e B. subtilis
R14.

Santos et al. (2006) testaram liquidos produzidos pela fermentacéo de isolados de
Bacillus com e sem células bacterianas no controle da mancha-aquosa do meléo,
causada por Acidovorax avenae subsp. citrulli, através do tratamento de sementes
infectadas. Foram realizados testes de atividade hemolitica e surfactante, que séo
indicadores de producéo de lipopeptideos, sendo observado que fermentados de B.
pumilus C116 produziram maior halo de hemdlise, inibindo o crescimento do
patogeno, seguidos de B. subtilis R14 e B. megaterium pv. cerealis RAB7, sugerindo
alta atividade antibidtica, indicando o controle da mancha-aquosa em plantulas de
meldo pelo tratamento de sementes com as espécies de Bacillus testadas.

Venturini, Brandi e Bettiol (2014) averiguaram os efeitos de B. pumilus (gst 2808)
e B. subtilis (gst 713) sobre Thielaviopsis paradoxa, patdgeno que causa a podridao
abacaxi em colmos da cana-de-acuUcar. Foi utilizado o método de antagonismo direto
em placa de petri e crescimento micelial na presenc¢a dos metabdlitos desenvolvidos
pelos agentes bioldgicos. Os autores concluiram que dois agentes de biocontrole
apresentaram efeitos antagonicos significativos contra o patégeno, destacando a
espécie B. subtilis em todos os experimentos (teste de pareamento no tratamento de

48 h; e teste de crescimento micelial nas doses de 0,1%, 1% e 10%, com B. pumilus
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tendo efeito semelhante apenas em concentracdo maxima, 10%).

Avaliando os efeitos de B. subtilis e B. pumilus combinados com fertilizacédo
mineral e subprodutos da industria do &lcool e agucar no desenvolvimento inicial das
mudas de cana-de-acucar, Santos, Kandasamy e Rigobelo (2018) concluiram que a
inoculacéo de B. subtilis, B pumilus e uma mistura de ambos promoveram aumento
de matéria seca das raizes, maiores namero e diametro de perfilhos produzidos. E a
fertilizagdo mineral com B. pumilus, proporcionou aumento de fertilidade do solo,
diminuicdo dos efeitos adversos da fertilizacdo com vinhaca, além de promocao do
crescimento da planta e alto rendimento e produtividade na producdo de cana-de-

acucar.
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Patologia de Sementes e em
casa de vegetacdo do Departamento de Protecdo Vegetal (DProt), da Faculdade de
Ciéncias Agronoémicas (FCA), UNESP, Campus de Botucatu, SP. Os ensaios
consistiram de duas etapas: a avaliacdo do efeito in vitro dos antagonistas B. subtilis
e B. pumilus sobre o patdogeno A. dauci e a avaliagdo do efeito do tratamento de
sementes de cenoura cultivar Brasilia com esses antagonistas no controle de A. dauci

e na qualidade sanitéria e fisiolégica das sementes.

3.1 Efeito in vitro de B. subtilis, B. pumilus sobre A. dauci

3.1.1 Obtencéo dos antagonistas B. subtilis, B. pumilus e do isolado de A. dauci

Os antagonistas (produtos comerciais) B. subtilis, linhagem QST 713
(Serenade®) e B. pumilus, linhagem QST 2808 (Sonata®) foram utilizados nos
experimentos. Para a obtencdo das coldnias bacterianas dos antagonistas foi
realizado o processo de purificacdo das bactérias por meio de diluicdo. Da solugéo
estoque (produto comercial), foram transferidos 100 pyL para eppendorf com 900 uL
de agua destilada autoclavada, sendo, em seguida, riscada uma alcada da solucao
em forma de estrias em meio nutriente-sacarose-agar (NSA: 23 g de meio nutriente-
agar + 5 g de sacarose por litro de meio NSA) e incubados em estufa bacteriol6gica a
25°C durante 48 horas. ApGs a incubacdo por 48 horas a 25°C, cada colbnia
bacteriana isolada foi repicada para uma nova placa com meio NSA e incubados nas
mesmas condicdes anteriores.

Para a condugéao dos estudos, foi utilizado um isolado de A. dauci conservado em
agua esterilizada (CASTELLANI, 1939), pertencente a colecao fungica do Laboratorio
de Patologia de Sementes, do DProt, da FCA/UNESP, Campus de Botucatu, SP. O
isolado foi reativado em meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA), e colocado em
incubadoras do tipo BOD, a 25°C e fotoperiodo por 7 dias. Apds o crescimento, o fungo
foi repicado para novas placas de Petri contendo meio BDA e incubado nas mesmas
condicOes, para obtencéo de coldnias puras. Sua patogenicidade foi comprovada com

a inoculacao em folha de cenoura e reproducao de sintoma.
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3.1.2 Teste de antagonismo direto sobre A. dauci

O efeito dos antagonistas sobre o patégeno foi avaliado pelo método do
pareamento, contrapondo o patdgeno e antagonistas em placas de Petri. Os isolados
de Bacillus foram reativados e cultivados em meio NSA, incubados em estufa
bacteriologica a 25°C durante 48 horas. Para o teste de pareamento, discos de 0,5 cm
de diametro contendo micélio de A. dauci foram depositados a 0,5 cm da borda de
placas de Petri contendo meio de cultura BDA. Do lado oposto ao patégeno, a 0,5 cm
da borda, foi depositado um disco de papel de filtro (0,5 cm de diametro), previamente
autoclavado, embebido nas suspensOes bacterianas de B. subtilis e B. pumilus
calibradas para a concentracdo de 108 UFC/ mL. Foram adotados trés periodos para
a deposicdo dos antagonistas e do fitopatdgeno: simultaneamente; antagonistas
depositados 24 horas apds A. dauci; e antagonistas depositados 24 horas antes A.
dauci. A incubacéao foi realizada em camara BOD, a 25°C com fotoperiodo de 12
horas. No tratamento testemunha, o disco de papel de filtro foi embebido em agua
destilada autoclavada.

A avaliacao foi realizada através da medicéo, em centimetros, do halo de inibicéo
formado pelos agentes antagonistas. As avaliacfes foram realizadas diariamente até
0 tratamento testemunha atingir as bordas da placa de Petri, representando o
crescimento maximo, no sexto dia apds a instalacdo de cada ensaio, sendo
considerados, para a analise estatistica, os resultados desta ultima avaliacédo

O experimento foi executado em duplicata (Ensaios 1 e 2), sendo conduzido em
delineamento inteiramente casualizado, com sete tratamentos e quatro repeticdes,
sendo cada placa de Petri considerada uma repeticao.

Os resultados foram submetidos a analise ndo paramétrica pelo teste de Kruskal-
Wallis a 5% de probabilidade (ZAR, 1996).
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3.2 Efeito de B. subtilis e B. pumilus sobre a qualidade sanitaria e fisiol6gica de
sementes de cenoura infectadas por A. dauci

3.2.1 Obtencao do lote de trabalho e tratamento de sementes com B. subtilis e B.

pumilus

Para a obtencéo de sementes infectadas por A. dauci, o fungo foi cultivado em
placas de Petri contendo meio de cultura BDA. Apos sete dias de incubacao, a 25°C
e fotoperiodo de 12 horas, discos de 0,5 cm de diametro foram retirados da periferia
da colbnia fungica e transferidos para placas de Petri contendo BDA acrescido de
manitol, no potencial hidrico de 1,0 Mpa (73,77g/L). A concentracdo do manitol foi
determinada pela formula de Van’t Hoff (SALISBURY; ROSS, 1991). Sementes de
cenoura, previamente desinfestadas em solucéo de hipoclorito de sédio a 2% por um
minuto, foram depositadas em camada Unica, sobre a coldnia fungica, permanecendo
em contato com o patdégeno por 24 horas. Outra por¢cédo de sementes foi submetida as
mesmas condi¢des, porém sem a presenca do indculo no meio. Apés a inoculacéo,
as sementes passaram novamente pela desinfestacao superficial e foram colocadas
em cima de folhas de papel absorvente em camara de fluxo laminar com portas
fechadas, deixando-se secar naturalmente pelo periodo de 2 horas. As sementes
(inoculadas e sadias) foram misturadas, de modo a se obter um lote de trabalho com
20% de infeccéo.

Para a realizacdo do tratamento biolégico das sementes, as suspensodes
bacterianas de B. subtilis e B. pumilus provenientes de colbnias cultivadas em meio
NSA, a 25°C por 48 horas, em estufa bacterioldgica, foram calibradas para a
concentragdo de 1x108UFC/mL. As sementes de cenoura foram acondicionadas em
frascos tipo duran de 250 mL (400 sementes por recipiente), aos quais foram
adicionadas, individualmente, as suspensdes dos antagonistas (5 mL de cada
suspensao para 400 sementes). Os frascos foram agitados manualmente para a total
cobertura das sementes. As sementes ficaram imersas em suspensdo dos
antagonistas pelo periodo de 12 horas O tratamento quimico foi realizado da mesma
maneira que o biolégico, sendo as sementes imersas por 12 horas em solu¢do do
fungicida Manzate® WG (ditiocarbamato) na concentracdo de 750 ppm. Foram
incluidos dois tratamentos considerados controle, um composto por sementes

inoculadas e outro, por sementes nao inoculadas, ambos imersos apenas em agua
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destilada. Os frascos tipo duran contendo as sementes dos cinco tratamentos (B.
subtilis, B. pumilus, fungicida didiocarbamato, sementes inoculadas néo tratadas, e
sementes ndo inoculadas nao tratadas) foram colocados em incubadora tipo B.O.D a
temperatura de 25°C, sem fotoperiodo, por 12 horas, e posteriormente as sementes
foram tiradas dos frascos, colocadas para secar dentro da camara de fluxo sobre papel

absorvente autoclavado em temperatura ambiente por 24 horas.

3.2.2 Qualidade sanitaria das sementes de cenoura

A avaliacao da incidéncia de A. dauci nas sementes foi realizada pelo método do
papel de filtro (blotter test) (BRASIL, 2009). Em cada placa de Petri (9,0cm de
diametro), foram depositadas trés folhas de papel de filtro previamente umedecidas
em agua destilada, sobre as quais foram distribuidas 25 sementes equidistantes. As
sementes foram incubadas a temperatura de 20 + 2°C e fotoperiodo de 12 horas sob
luz branca fluorescente. Apds sete dias de incubacdo, as sementes foram
examinadas, individualmente, sob microscépio estereoscopico, para a deteccdo do
fungo, sendo os resultados expressos em porcentagem de sementes com A. dauci.

O experimento foi realizado em duplicata (ensaios 1 e 2), no delineamento
experimental inteiramente casualizado, com cinco tratamentos e oito repeticoes,
sendo a parcela experimental constituida por uma placa de Petri com 25 sementes de
cenoura. Os dados, transformados em arc sen V(x/100), foram submetidos & analise
de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Student-Newman-Keuls
(SNK) a 5% de probabilidade.

3.2.3 Qualidade fisiologica das sementes de cenoura

O efeito do tratamento das sementes com 0s antagonistas sobre o potencial
fisiologico destas foi avaliado em laboratério, por meio do teste de germinacdo em rolo
de papel e vigor (primeira contagem de germinacgéo), e em casa de vegetacao, pelo
indice de velocidade de emergéncia e pelo desenvolvimento das plantulas

(comprimento e massa fresca e seca da parte aérea e radicular).
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3.2.3.1 Germinacéao (G) e primeira contagem de germinacédo (PCG)

Os testes de germinacédo (G) e primeira contagem de germinacao (PCG) foram
realizados empregando-se a técnica do rolo de papel (RP), tendo-se o papel de
germinacao como substrato. Para cada tratamento, foram adotadas quatro repeticdes
de 50 sementes, totalizando 200 sementes. O papel de germinacéo foi pré-umedecido
com quantidade de 4gua deionizada equivalente a 2,5 vezes o peso do substrato seco.
As sementes foram distribuidas sobre duas folhas e sobrepostas com uma terceira
folha, embrulhadas em forma de rolo. Os rolos foram mantidos no germinador, na
posicao vertical, a 25°C. As avaliacbes foram realizadas aos cinco dias (primeira
contagem de germinacdo) (NAKAGAWA,1999) e aos nove dias apds a semeadura
(germinacdo), computando-se a porcentagem de plantulas normais para cada
tratamento (BRASIL, 2009).

3.2.3.2 indice de velocidade de emergéncia (IVE)

O teste de indice de velocidade de emergéncia (IVE) foi conduzido em casa de
vegetacdo em copos descartaveis com capacidade volumétrica de 770 mL contendo
substrato comercial esterilizado, com dez repeticbes de quatro sementes por
tratamento. Foi computado o nimero de plantulas normais emergidas, diariamente,
até a estabilizacdo da emergéncia, aos 21 dias apos a instalacdo do experimento,
sendo esta a ultima leitura do teste. Com base no numero de plantulas emergidas, foi

calculado o IVE, empregando-se a seguinte formula:

IVE=E+E+---+ﬂ (1)
N, N N,

Onde, N1, N2, ..., Nn é 0 nimero de dias decorridos da semeadura até a primeira,
segunda, ..., Ultima contagem; Ei1, E2, ..., En € 0 nimero de plantulas emergidas,

computadas na primeira, segunda, ..., Ultima contagem (BRASIL, 2009).
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3.2.2.3 Comprimento e massa de plantulas

Ao final do teste de emergéncia, foram aferidos os comprimentos e as massas
secas e frescas da parte aérea (CPA, MFA e MSA, respectivamente) e do sistema
radicular (CPR, MFR e MSR, respectivamente) das quatro plantulas/parcela, sendo

0s valores expressos em centimetros e miligramas, respectivamente.

3.2.2.4 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental empregado nos ensaios de potencial fisioldgico das
sementes foi 0 inteiramente casualizado, com as repeticdes especificadas em cada
teste, conforme descricdo anteriormente. Resultados expressos em porcentagem
foram transformados para arc sen V(x/100).

Inicialmente, em cada ensaio, os dados foram submetidos a avaliacdo de
normalidade e homogeneidade de variancias. Dessa forma, para as variaveis cujos
dados nao violaram a normalidade e homogeneidade, realizou-se analise de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Student-Newman-Keuls (SNK). Os
dados das variaveis que violaram normalidade e homogeneidade passaram pela
transformacdo de box cox. Em seguida, realizou-se a ANOVA dos dados
transformados que nao violaram a normalidade e homogeneidade e médias
comparadas pelo teste SNK. Por outro lado, para os dados que violaram, realizou-se
a analise ndo paramétrica pelo teste de Kruskal-Wallis a 5% de probabilidade (ZAR,
1996).
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4 RESULTADOS

4.1 Efeito in vitro de B. subtilis, B. pumilus sobre A. dauci

N&ao houve diferenca entre os tratamentos para a formacao do halo de inibicéo,
mostrando que os isolados de B. subtilis e B. pumilus testados nédo apresentaram

efeito antagonista significativo contra o fungo A. dauci (Tabela 1).

Tabela 1 — Halo de inibicdo em centimetros dos antagonistas Bacillus subtilis e B. pumilus
sobre Alternaria dauci com diferentes periodos de deposi¢cdo dos microrganismos
no meio de cultura

Tratamentos Ensaio 1 Ensai.o 2
Mediana Mediana
B. subtilis deposicao simultanea 15a 10a
B. subtilis 24 horas apés A. dauci 12a 18a
B. subtilis 24 horas antes de A. dauci 12a 10a
B. pumilus deposicdo simultanea 10a 10a
B. pumilus 24 horas apos A. dauci 39a 4,0a
B. pumilus 24 horas antes de A. dauci 15a 15a
Testemunha 0,0a 0,0a
P-valor 0,17 0,071
C.V. (%) 18,51 23,27

Em cada ensaio:
a — as medianas néo diferiram pelo teste Kruskal-Wallis ao nivel de 5% de probabilidade.

4.2 Efeito do tratamento com B. subtilis e B. pumilus sobre a qualidade sanitaria

das sementes

No ensaio 1, o tratamento com o fungicida ditiocarbamato resultou em menor
incidéncia de A. dauci, sem diferir das sementes n&o inoculadas n&o tratadas. Os
tratamentos com os antagonistas B. subtilis e B. pumilus reduziram a incidéncia do
patdogeno, sem diferirem entre si. No ensaio 2, os tratamentos das sementes
infectadas com os dois antagonistas testados também resultaram em reducdo na
incidéncia do patdgeno, apresentando o mesmo desempenho do tratamento com o

fungicida (Tabela 2).
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Tabela 2 — Incidéncia de Alternaria dauci em sementes de cenoura tratadas com Bacillus
subtilis, B. pumilus e fungicida ditiocarbamato

Ensaio 1 Ensaio 2
Tratamentos arc sen 0L arc sen 0L
(=70) (37)
Bacillus subtilis 0,539 b 26,5 0,490 b 22,5
Bacillus pumilus 0,516 b 24,5 0,479 b 21,5
Fungicida ditiocarbamato 0,384 a 14,5 0,428 b 17,5
Sementes inoculadas nao tratadas 0,770 c 48,5 0,745 c 46,0
Sementes nao inoculadas nao tratadas 0,359 a 12,5 0,288 a 9,5
P-valor 0,235 0,276
C.V. (%) 15,13 19,16

Em cada ensaio (coluna):

1 Dados originais de porcentagem de incidéncia de Alternaria dauci em sementes de cenoura.

a, b, c — médias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste de SNK ao nivel de 5% de
probabilidade.

4.3 Efeito do tratamento com B. subtilis e B. pumilus sobre a qualidade

fisiologica das sementes

4.3.1 Germinacao (G) e primeira contagem de germinacéo (PCG)

A presenca de A. dauci em sementes nao interferiu no vigor e germinacéao desta,
uma vez que nao houve diferenca significativa entre as sementes inoculadas e nao
inoculadas. O tratamento com B. subtilis proporcionou resultados de germinacéo e
PCG semelhantes ao da testemunha nédo inoculada, nos dois ensaios, enquanto a
microbiolizagdo com B. pumilus reduziu a germinagao e 0 vigor no primeiro ensaio,
tendo sido semelhante a B. subtilus no segundo. O tratamento quimico proporcionou

baixos valores de germinagéo e vigor (Tabela 3).
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Tabela 3 — Porcentagem de primeira contagem de germinagdo (PCG) e porcentagem de
germinacdo (G) de sementes de cenoura submetidas ao tratamento com Bacillus
subtilis, B. pumilus e fungicida ditiocarbamato

Ensaio 1 Ensaio 2
Tratamentos PCG G PCG G
Mediana! Mediana® Mediana! Mediana!

Bacillus subtilis 58,0 ab 86,0 a 52,0 ab 79,0 ab

Bacillus pumilus 29,0c 510b 250b 370b

Fungicida ditiocarbamato 40,0 bc 56,0 ab 30,0b 430b
Sementes inoculadas nao tratadas 47,0 abc 64,0 ab 55,0 a 84,0 a
Sementes ndo inoculadas nao tratadas 67,0 a 91,0 a 52,0 ab 77,0 ab
P-valor 0,015 0,022 0,021 0,042
C.V. (%) 18,71 17,26 17,98 15,62

Em cada ensaio (coluna):

1. Medianas dos dados originais de porcentagem de primeira contagem de germinacio (PCG) e
porcentagem de germinacéo (G);

a, b — medianas seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis ao nivel de
5% de probabilidade.

4.3.2 indice de velocidade de emergéncia (IVE)

Os resultados de IVE (Tabela 4) indicaram que os tratamentos com B. subtilis, B.
pumilus e do fungicida nao interferiram na velocidade de emergéncia das sementes,
visto que, embora tenha sido observada uma ligeira reducdo no IVE com as sementes

tratadas, ndo houve diferenca significativa para esta variavel.

Tabela 4 — indice de velocidade de emergéncia de plantulas de cenoura provenientes de
sementes submetidas ao tratamento com Bacillus subtilis, B. pumilus e fungicida
ditiocarbamato

Tratamentos Ensaio 1 Ensaio 2
IVE IVE
Bacillus subtilis 0,4533 a 0,5294 a
Bacillus pumilus 0,4549 a 0,5281 a
Fungicida ditiocarbamato 0,4808 a 0,5274 a
Sementes inoculadas nao tratadas 0,4002 a 0,5338 a
Sementes nao inoculadas ndo tratadas 0,4850 a 0,6140 a
P-valor 0,636 0,585
C.V. (%) 29,35 25,84

Em cada ensaio (coluna):

a — as médias néo diferiram pelo teste de SNK ao nivel de 5% de probabilidade.
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4.3.3 Comprimento e massa de plantulas

Nao houve diferenca significativa entre os tratamentos para o comprimento
radicular e da parte aérea (Tabela 5). De maneira geral, este comportamento também
foi observado para a massa fresca e seca das plantulas (Tabela 6).

Tabela 5 — Comprimento da parte aérea (CPA) e radicular (CPR) de plantulas de cenoura
provenientes de sementes submetidas ao tratamento com Bacillus subtilis, B.
pumilus e ditiocarbamato

Ensaio 1 Ensaio 2

Tratamentos CPA CPR CPA CPR

(cm) (cm) (cm) (cm)
Bacillus subtilis 3,6a 18,1 a 35a 155a
Bacillus pumilus 43 a 21,3 a 3,3a 156 a
Fungicida ditiocarbamato 41a 19,3 a 3.6a 14,6 a
Sementes inoculadas nao tratadas 4,0a 20,0 a 3,5a 159 a
Sementes nao inoculadas nao 390a 188 a 42a 181a

tratadas
P- valor 0,142 0,340 0,356 0,521
C.V. (%) 16,13 18,79 29,24 28,95

Em cada ensaio (coluna):
a — as médias néo diferiram pelo teste de SNK ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 6 — Massa fresca aérea (MFA), massa seca aérea (MSA), massa fresca radicular
(MFR), e massa seca radicudar (MSR) de plantulas de cenoura provenientes de
sementes submetidas ao tratamento com Bacillus subtilis, B. pumilus e
ditiocarbamato

Ensaio 1 Ensaio 2

Tratamentos  MFA MSA MFR MSR  MFA MSA MFR  MSR
(mg)t  (mg)! (mg)* (mg)t (mg)} (mg)} (mg) (mg)!

Saclls  160a 50a 280a 50a 160a 60ab 240a 40a
Subtilis

Bacillus 170a 40a 360a 50a 120a 50ab 220a 50a
Pumilus

Fungicida

. 18,0 a 6,0 a 34,0 a 50a 16,0a 7,0ab 26,0a 50a
Ditiocarbamato

S. inoculadas

N 17,0 a 50a 39,0a 50a 14,0 a 40Db 26,0a 5,0a
nao tratadas

Sementes nao
Inoculadas

P-valor 0,908 0,179 0682 0,211 0,577 0,035 0,191 0,427
C.V. (%) 38,04 44,68 48,15 53,85 44,62 64,19 43,96 50,90

16,0 a 6,0 a 28,0 a 70 a 170 a 8,0 a 340a 7,0a

Em cada ensaio (coluna):
a — as medianas nao diferiram pelo teste de Kruskal-Wallis ao nivel de 5% de probabilidade.
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5 DISCUSSAO

O uso indiscriminado e difundido de fungicidas quimicos sintéticos é apontado
como a causa do desenvolvimento de resisténcia em populacfes de fitopatdgenos,
acarretando no desenvolvimento de doencas graves nas culturas. Na tentativa de
contornar esse problema, h4 um crescente interesse na utilizacdo de agentes de
biocontrole com atividade antagonista sobre fitopatégenos (ALDIBA; ESCOV, 2019).

Espécies de Bacillus tém sido utilizadas na agricultura, atuando como promotores
de crescimento e como agentes de biocontrole contra doencas e pragas (CLEMENTE
et al., 2016). Segundo Kupper; Gimenes-Fernandes e Goes (2003), o género
Bacillus, e particularmente a espécie B. subtilis, representa um excelente agente de
controle biolégico em funcdo de sua capacidade de produzir metabdlitos que
suportam temperaturas altas, possibilitando a formulacdo de bioprodutos. Para
Aldiba e Escov (2019), o screening in vitro de microrganimos candidatos ao controle
biol6gico de fitopatbgenos deve ser realizado, uma vez que h& diferencas nas
caracteristicas de promocéao de crescimento e acdo antimicrobiana entre os isolados.

Pesquisas in vitro relatam a acéo inibitéria do desenvolvimento de espécies de
Alternaria por espécies de Bacillus e outros antagonistas. Porto (2016) observou a
formacéao de halo de inibigéo de crescimento de A. alternata por B. subtilis, atribuindo
essa acao antagonista ao mecanismo de antibiose. Da mesma forma, Souza (2018)
relatou que isolados de Bacillus sp afetaram o desenvolvimento de A. alternata pela
producdo de metabdlitos toxicos ao fungo, também atuando por antibiose. Tozlu et
al. (2018) verificaram que, além de B. subtilis, B. pumilus e B. megaterium também
apresentaram acdo antagonica in vitro contra A. alternata. Aldiba; Escov (2019)
testaram a acdo antagonica de duas espécies de Bacillus (B. mycoides e B.
thuringiensis), além de Pseudomonas brassicacearum e Trichoderma sp., verificando
gue B. thurigiensis, P. brassicacearum e B. thuringiensis apresentaram forte reducéo
de crescimento de A. solani, com efeito protetivo mais pronunciado (aplicagcdo do
antagonista antes do patégeno).

Os resultados do presente trabalho ndo detectaram esse efeito inibitorio in vitro
pelas espécies B. subtilis e B. pumilus sobre A. dauci. Apesar da formacao de halo
de inibicAo das espécies antagonistas sobre o patdogeno, ndo houve diferenca
significativa para o tratamento testemunha. Resultados semelhantes foram obtidos

por Lazzaretti; Menten; Bettiol (1994), que avaliaram a acao in vitro de isolados de B.
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subtilis contra patdégenos associados a sementes de feijao e trigo, e verificaram que
alguns fungos apresentaram menor sensibilidade aos metabdlitos dos antagonistas.
Segundo esses autores, diversos fatores podem ter contribuido para o crescimento
micelial dos fungos na presencga de metabdlitos de B. subtilis, incluindo: quantidade
de metabdlitos produzidos insuficiente para inibir o crescimento micelial; menor
sensibilidade dos patégenos que apresentaram crescimento aos metabdlitos
produzidos; adaptacao ou resisténcia dos fungos aos metabdlitos; degradacdo dos
metabdlitos por enzimas fungicas; degradacéo e/ou volatilizacdo dos metabdlitos,
com perda das caracteristicas antagbnicas destes; e constituicdo quimica dos
metabolitos produzidos, com variacdes quanto a termoestabilidade, degradacéo,
volatilizagéo entre outras, reforcando que cada fungo pode apresentar sensibilidade
variada a diferentes compostos quimicos produzidos pelas bactérias.

O emprego de antagonistas no tratamento de sementes também tem sido
investigado. Para ser considerado eficiente e aplicavel, o tratamento de sementes
deve controlar fitopatbgenos associados a elas, sem prejudicar a qualidade
fisiologica das sementes tratadas.

No tocante ao aspecto fitossanitario, no presente estudo, as espécies de Bacillus
proporcionaram reduc¢do da incidéncia de A dauci, apesar dos resultados in vitro com
estes antagonistas nado terem sido satisfatorios. O teste de sanidade revelou potencial
de emprego dessas bactérias no tratamento das sementes de cenoura para o controle
deste fungo. Convém ressaltar, no entanto, que embora tenha sido reduzida com a
microbiolizag&o, a incidéncia do patdgeno permaneceu alta. A acdo patogénica de A.
dauci é relatada em culturas como cenoura (KIM, MATHUR, 2006), salsa (PEDROSO
et al, 2010) e coentro (REIS et al, 2006), sendo o fungo transmitido por sementes, 0
gue reforca a necessidade da obtencdo de sementes sem a sua presenca.
Contrariamente ao obtido neste trabalho, Koch et al (2010), testando métodos
alternativos para controlar A. dauci e A radicina em sementes de cenoura, 0S quais
incluiam isolados e formulagdes comerciais de B. subitillis, verificaram que os produtos
comerciais ndo proporcionaram resultados satisfatorios no controle destes fungos.
Segundo os autores, uma hip6tese para essa falha dos indutores em proteger as
sementes de patdgenos pode estar associada a absor¢cao em quantidade insuficiente
do antagonista, o qual poderiam néo atingir os tecidos fisiologicamente ativos das
plantulas em desenvolvimento. Convém ressaltar que os autores trabalharam com lote

de sementes altamente infectado com as espécies de Alternaria. Esses aspectos
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evidenciam a necessidade de otimizacdo da microbiolizacdo das sementes de
cenoura a fim de se obter um controle mais eficiente do patégeno.

Embora a incidéncia de A. dauci tenha significativamente mais alta nas sementes
inoculadas em relacdo as nao inoculadas, a presenca do fungo parece néo ter
interferido no vigor (PCG) e germinacdo, nos testes de laboratério. Resultados
semelhantes haviam sido relatados por Reis et al (2006), que verificaram que a
presenca de A. dauci e A. alternata ndo interferiu na germinagao e vigor em sementes
de coentro, e por Lima et al (2016), que observaram que essas espécies nao afetaram
a qualidade fisiologica das sementes de cenoura, destacando que, mesmo o lote com
incidéncia mais alta dos fungos apresentou boa germinacdo e vigor. Resultados
contrarios a esses relatados também ja foram observados. Segundo Kim e Mathur
(2006), a incidéncia de A. radicina e A. dauci afetou a germinagéo das sementes em
teste em papel; esses autores relataram que a alta incidéncia de A. alternata nas
sementes nédo interferiu na germinacédo. Pedroso et al. (2010) utilizaram dois métodos
para inocular A. dauci e A. alternata em sementes de cenoura (imersao em suspensao
de conidios e restricdo hidrica) e avaliar a interferéncia destes fungos na qualidade
fisiologica e desenvolvimento de plantulas em condi¢cdes de laboratorio e casa-de-
vegetacao. Nos testes de laboratorio, A. dauci promoveu redugdo na germinacéo e
PCG e aumento na porcentagem de sementes mortas. Tanto Kim e Mathur (2006)
qguanto Pedroso et al (2010) ressaltaram que a interferéncia em testes de casa de
vegetacdo divergiu daquela observada em condi¢des de laboratério, destacando a
influéncia do ambiente na acdo do patégeno.

O tratamento das sementes com as espécies de Bacillus ndo resultou em

incremento da germinacao e vigor neste trabalho. N&o ha relatos da agéo destas
bactérias sobre a germinac¢ao e vigor de sementes microbiolizadas em patossistemas
semelhantes ao deste estudo No entanto, resultados semelhantes foram relatados por
Junges et al. (2013) e Buchelt et al. (2019), que constataram que o tratamento de
sementes de milho com B. subtilis ndo interferiu na germinagéo.
Por outro lado, Junges et al. (2013) relataram reducéo na PCG das sementes tratadas.
Junges et al (2013) e Bulchelt et al. (2019) atentam para o fato de que o periodo de
contato do antagonista no tratamento pode ser responsavel pela auséncia de efeito
promotor do antagonista.

No presente estudo, a presenca de A. dauci nas sementes nao interferiu no

desenvolvimento das plantulas, ndo tendo sido detectadas diferencas entre as
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testemunhas inoculada e ndo inoculada para as variaveis IVE, comprimento da parte
aérea (CPA) e radicular (CPR) das plantulas, e massa fresca e seca da parte aérea
(MFA e MSA) e radicular (MFR e MSR). Kim e Mathur (2006) verificaram que a
incidéncia de A. radicina e A. dauci em sementes de cenoura afetou o crescimento
das plantulas normais em teste em papel, mas essa interferéncia néo foi observada
em solo. Segundo Pedroso et al. (2010), em casa de vegetacao, A. dauci e A. alternata
nao interferiram na emergéncia e IVE quando as sementes foram inoculadas por
imersdo, mas houve reducdo nestas variaveis quando foi feita a inoculagdo por
restricdo hidrica. Quanto ao comprimento e peso das plantulas, esses autores nao
observaram interferéncia dos patégenos em casa de vegetacao.

Neste trabalho, a microbiolizacdo das sementes ndo resultou em incremento no
desenvolvimento das plantulas em casa de vegetacdo, também nao havendo
diferencas entre os tratamentos para variaveis testadas. Dognini (2017) ndo constatou
interferéncia no IVE de cenoura tratadas com produtos biolégicos a base de Bacillus
spp. e Trichoderma spp. Buchelt et al (2019) observaram que Bacillus sp. n&o interferiu
no comprimento e na massa fresca e seca das partes aéreas e radiculares. Em alguns
estudos com tratamento de sementes com espécies de Bacillus, foi observada que a
acdo destas sobre caracteristicas fisiologicas € genotipo dependente. Silva et al.
(2019) aplicaram bactérias promotoras de crescimento em sementes de diferentes
genotipos e verificaram dependéncia entre esse fator e isolados da bactéria, de modo
gue a interferéncia em germinacéo, PCG e IVE varia com 0 genotipo e a bactéria. Da
maneira semelhante, Oliveira Junior (2020) constatou que aplicagdo de produtos a
base de Bacillus em sementes de alface proporcionou efeitos benéficos na massa
fresca e seca, mas esse efeito depende do gendtipo e da dose do produto.

Diante do exposto, percebe-se que a microbiolizacdo de sementes € um processo
complexo, por envolver agentes biolégicos, que podem ser influenciados em maior ou
menor grau. Outros fatores como a localizacdo dos patdégenos nas sementes, 0
alcance dos produtos aplicados nas sementes, 0 momento, a dose e a técnica de
aplicacdo, além do gendtipo da espécie vegetal devem ser considerados. Os
resultados obtidos revelam que B. subtillis e B. pumilus apresentam potencial de
controle de A. dauci em sementes de cenoura, apesar de ndo terem apresentado
efeito inibitério satisfatorio nos testes in vitro, porém, novos estudos se fazem

necessarios para reduzir ainda mais a incidéncia do patégeno nas sementes. Apesar
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de, em geral, néo ter ocorrido interferéncia na qualidade fisiolégica, novas pesquisas

podem auxiliar a otimizar os efeitos do tratamento.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho, nas condigbes em que 0s experimentos
foram conduzidos, permitem concluir que:
a) as especies de Bacillus testadas nao inibem o desenvolvimento in vitro de A. dauci.
b) o tratamento biol6gico com B. subtilis e B. pumilus reduz a incidéncia de A. dauci
nas sementes de cenoura.
c) B. subtilis ndo interfere na germinacao e vigor das sementes de cenoura. B. pumilus,
tendo apresentado efeitos distintos na primeira contagem de germinacdo e
germinacao das sementes nos dois ensaios, precisa ser melhor investigado quanto a
viabilidade de seu emprego.
d) tratadas com esse antagonista sugere a necessidade de mais investigacdes para a

sua recomendacéo na microbiolizacdo de sementes de cenoura.
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