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RESUMO

O uso exacerbado de agrotdxicos traz varios maleficios ao meio ambiente e a satde
humana, por isso, tem-se buscado alternativas para o controle doencas em plantas
principalmente dentro do manejo integrado. Dentre essas alternativas, estd o controle
biologico, onde utiliza-se de agentes biologicos para diminuir a severidade de doengas. Por
isso, ¢ importante o estudo de microrganismos que sejam capazes de controlar essas doengas.
Dentre estes, existem bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV), tais como
Azospirillum brasilense, que possuem a capacidade de promover crescimento das plantas e
controlar doencas. Neste trabalho, foi testado a capacidade da bactéria Azospirillum brasilense
FP2 de controlar o crescimento do fungo Colletotrichum graminicola, que causa antracnose
no milho, in vitro e in vivo no estagio V2. No ensaio in vitro foram realizados dois métodos,
no primeiro os dois microrganismos foram repicados no meio de cultivo a0 mesmo tempo e
no segundo a bactéria foi repicada 48 h antes do fungo. No experimento in vivo, realizado em
casa de vegetacdo, a aplicacao da bactéria ocorreu via semente no momento do plantio e via
foliar no estdgio V2, enquanto a inoculacdo do fungo foi realizada 7 dias apds a semeadura
(DAS). Para avaliar crescimento, foram realizadas coletas de plantas aos 12, 19 e 26 DAS,
enquanto a avaliacdo da doencga foi realizada apenas 12 DAS. Foram avaliados massa fresca e
comprimento, tanto parte aérea como raiz. A doenga foi avaliada a partir da severidade,
realizando coleta de folhas 5 dias apds inoculacdo do patoégeno (12 DAS). Como resultado,
observou-se que a bactéria nao foi capaz de controlar o crescimento do fungo no teste in vitro,
assim como no experimento in vivo, onde nao foi capaz de controlar a doenca em nenhuma
das formas de inoculagdo. A aplicacdao da bactéria nao promoveu crescimento em 12 DAS e
afetou negativamente os parametros de crescimento avaliados nas plantas doentes. Ao avaliar
o crescimento da planta nos outros tempos, a aplicagdo da bactéria na semente promoveu
maior comprimento e massa fresca na raiz na coleta 26 DAS em relagdo a aplicagdo foliar e
controle. Conclui-se que a bactéria 4.brasilense FP2 ndo foi capaz de inibir o crescimento do
fungo in vitro e controlar a antracnose do milho no estdgio V2, sendo necessarios mais
estudos para concluir se esta cepa ¢ capaz de promover respostas de defesa no decorrer do

crescimento da planta.

Palavras chave: BPCV, Antracnose, Biocontrole, Zea mays



ABSTRACT

The exaggerated use of pesticides brings several harms to the environment and human
health, therefore, alternatives to control plant diseases have been sought. Among these
alternatives, there is biological control, which uses biological agents to reduce the severity of
diseases. Therefore, it is important to study microorganisms that are capable of controlling
these diseases. Among these, there are plant growth promoting bacteria (PGPB), such as
Azospirillum brasilense, which have the ability to promote plant growth and control diseases.
In this work, the ability of the bacterium Azospirillum brasilense strain FP2 was tested to
control in vitro and in vivo the growth of the fungus Colletotrichum graminicola, which
causes anthracnose in corn. In the in vitro assay, two methods were carried out, in the first the
two microorganisms were subcultured on the agar plates at the same time and in the second
the bacteria were subcultured 48 h before the fungus. In the in vivo experiment, carried out in
a greenhouse with sterile soil, bacterial inoculation occurred via seed at the time of planting
and the foliar route at stage V2, while fungus inoculation was performed 7 days after sowing
(DAS). Collections to assess growth were performed at 12, 19 and 26 DAS, while to assess
severity only 12 DAS. Fresh mass of shoot and root, and length of shoot and root were
evaluated. The disease was evaluated based on its severity. As a result, it was observed that
the bacterium was not able to control the growth of the fungus in the in vitro test, as well as in
vivo, where it was not able to control the disease in 7 DAS in any of the inoculation forms, in
addition to having negative effects on plant growth when associated with disease, especially
in leaf inoculation. In the growth promoted by the bacteria, there was no statistical difference
for fresh mass and shoot length, while fresh mass and root length were greater in the
collection 26 DAS in the treatment of A.brasilense via furrow compared to control and
inoculated in the leaf. It is concluded that the bacterium A.brasilense FP2 was not able to
control the growth of the fungus in vitro and control the disease in stage V2 of corn in sterile
soil, further studies are needed to conclude if this strain is able to promote defense responses
in the course of plant growth.

Keywords: PGPB, Anthracnose, Biocontrol, Zea mays
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1 INTRODUCAO

O milho ¢ o cereal mais produzido no mundo, possui grande importancia econdmica
devido ao seu alto valor nutritivo e calérico (PAES, 2006), e ¢ muito utilizado para rag¢ao
animal, alimentacdo humana e producdo de biocombustivel (SOUZA et al., 2018). Varias
técnicas agricolas melhoraram a produtividade do milho (de 3,79 vezes de 1944 até¢ 2013),
dentre as quais: o melhoramento de culturas (hibridos e transgénicos), a mecanizagao
agricola, o aumento na densidade de plantas por hectare e o aumento do uso de agrotoxicos no
controle de pragas e doengas (GALVAO, 2014).

O consumo de agroquimicos cresceu de 204.100 toneladas em 2006 para 549.280
toneladas em 2018 (IBAMA, 2018), contribuindo de forma positiva para a produtividade
diminuindo perdas causadas por pragas e doencas (ALBUQUERQUE et al., 2016;
MICHEREFF; BARROS, 2001). Porém, o uso excessivo de agrotoxicos, como fungicidas,
comegou a gerar varios problemas ambientais, como contamina¢do dos lenc¢ois freaticos
(RISSATO et al., 2004; SOARES; FARIA; ROSA, 2016), de afluentes d’agua (RISSATO et
al., 2004; ALBUQUERQUE et al., 2016), da atmosfera (SOUZA et al., 2017) além da
persisténcia e acumulo de residuos toxicos no solo, atingindo o homem, os animais, peixes,
insetos e microrganismos do solo (MICHEREFF; BARROS, 2001; CAVALCANTI, 2005).
Além do uso excessivo desses produtos gerar fitopatdgenos resistentes, eles também podem
modificar a composi¢do da microbiota, o que vai alterar o ecossistema microbiano e logo a
populacdo de patdgenos, ja que seus antagonistas naturais serdo também afetados
(MICHEREFF; BARROS, 2001).

Devido a isso, buscam-se novos métodos de combater os fitopatogenos,
principalmente dentro do contexto de manejo integrado de doengas (MID), no qual utiliza-se
varias abordagens que controlam a doenca de forma que ndo gere danos econdmicos ao
produtor (KOUL; DHALIWAL; CUPERUS, 2004). Algumas delas ¢ o controle biologico
(CB) de doengas (BETTIOL, 2011), no qual utiliza-se microrganismos que irdo controlar a
populagdo do patégeno ou induzir resisténcia em plantas (MICHEREFF; BARROS, 2001;
MARIANO et al., 2004; CAVALCANTT; 2005).

O uso de bactérias promotoras de crescimento de plantas torna-se interessante para o
controle bioldgico, pois elas possuem atividades antagonistas como: a capacidade de produzir

substancias anti-microbianas, enzimas, competicdo, quorum quenching ¢ inducdo de
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resisténcia (SANTOYO et al, 2016; OLANREWAJU; GLICK ; BABALOLA, 2017).
Exemplos da atividade desses microrganismos podem ser observados no uso do Azospirillum
brasilense efetivo contra a antracnose (Colletotrichum acutatum) em morangueiro
(TORTORA; DIAZ-RICCI; PEDRAZA, 201 1), e isolados de Bacillus subtilis contra
tombamento causado por Rhizoctonia solani no tomate (ASAKA; SHODA., 1996). Produtos
a base dessas bactérias ja existem no Brasil (Noctin Azo, AzzoFix) e nos Estados Unidos a
base dessas bactérias para controle de determinadas doengas, como Actinovate®, Galltrol®,
Intercept®, dentre outros (MARIANO et al., 2004).

Diante disso, percebe-se a importancia na busca de novos meios de controlar doengas
em plantas. Dentre as quais, tem-se a antracnose do milho, causada pelo fitopatogeno
Colletotrichum graminicola, que atinge as folhas e pode progredir para a o colmo (KIMATI et
al., 2005) com impactos diretos e indiretos na produtividade em até 40% (KIMATI et al.,
2005; PARREIRA et al., 2014). As principais formas de controle desta doenga sdo o uso de
cultivares resistentes, rotagao de culturas, manejo do solo e utilizacdo de fungicidas. Um dos
novos meios de controle da doenga pode ser considerado através do biocontrole com o uso de
bactérias promotoras de crescimento vegetal. Dentre essas bactérias, a espécie Azospirillum
brasilense ¢ comumente utilizado nas plantagdes de trigo e milho para desenvolvimento
vegetal no Brasil (SPOLAOR et al., 2016), ja presente em inoculantes comerciais como
AzoTotal, Azokop, NITRO1000 gramineas, dentre outros. A bactéria ¢ conhecida
principalmente pela sua capacidade de fixar nitrogénio (VEJAN et al., 2016) e produzir
fitormonios (FENDRIHAN et al., 2017), mas além disso, pode atuar no controle bioldgicos a
partir de indugdo de resisténcia, como por exemplo, em doencas no morango (TORTORA;
DIAZ-RICCI; PEDRAZA, 2011; VIEJOBUENO, 2021), arroz (YASUDA et al., 2009) ¢ em
grao de bico (PARMASI et al 2019).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MILHO: PRODUCAO, CONSUMO E IMPORTANCIA ECONOMICA

O milho (Zea mays L.) ¢ uma das principais culturas produzidas mundialmente, com
aproximadamente 2,2 bilhdes de toneladas na safra 2019/2020 (FAO, 2021). Deste total, o
Brasil esta em terceiro lugar com produgdo na safra 2019/2020 de aproximadamente 102
milhdes de toneladas (CONAB, 2021), estando atras dos Estados Unidos e da China.

A produgdo do grao, assim como sua demanda, cresceu ao longo dos anos (Figura 1).
A expansdo da terra cultivada para esse fim, principalmente na segunda safra apds o plantio
de soja, foi o principal fator para a cultura expandir no Brasil, com produtividade de 5.533
kg/ha na safra 2019/2020 (CONAB, 2021). Além disso, sua variabilidade genotipica permite
sua plantacdao em diferentes condigdes de latitude (entre zonas temperadas) e altitude (nivel do
mar até 3.600 m) (MAGALHAES et al., 2002).

O milho tem participagdo importante na alimentagdo brasileira e mundial (produgado de
fubas, farinhas, canjicas e Oleos), além de estar presente também na industria (amidos
industriais na producdo de papeldo ondulado, adesivos e fitas gomadas), na producdo de

etanol e de racao animal (SOUZA et al., 2018).

Figura 1: Produgdo e consumo do milho no Brasil entre as safras 2012/2013 e 2019/2020

120000

100000

80000

60000

Mil T

® Produgdo
40000
Consumo

20000

Fonte: Conab

16



2.2 ANTRACNOSE NO MILHO

Os fungos do género Colletotrichum sao conhecidos por causarem doengas em varias
espécies de plantas, como milho, cana-de-agucar, sorgo, trigo, morango, abacate, maca, dentre
outros, sendo esta conhecida como antracnose. Este género foi adotado como o oitavo mais
importante grupo de fungos patogénicos no mundo baseado em percepcdes cientificas e na
importancia economica (DEAN et al. 2012).

Fungos do género sdo classificados como hemibiotroficos, possuem uma fase
biotrofica inicial, no qual se alimentam da célula hospedeira viva, e uma fase necrotrofica, se
alimentando da célula morta do hospedeiro (MUNCH et al, 2008, O’Connel et al. 2012). As
espécies do género sao patogénicas especificas para algumas espécies de planta, sendo milho
e sorgo hospedeiros da espécie C. graminicola (PARREIRA et al., 2014). Esta doenca ¢ de
importancia mundial (CANNON et al., 2012) e tem ganhado destaque no Brasil desde 2006
por estar se agravando em algumas partes do pais (CASELA; FERREIRA; PINTO, 2006),
afetando a producao da cultura com perdas de até 40% devido as infec¢des foliares causadas
pela doenga, que podem consequentemente gerar infecgdes do colmo (PARREIRA et al.,
2014).

No ciclo inicial da doencga, o in6culo primario estd presente em restos de cultura, no
qual se mantém vidveis por 10 meses (KIMATI et al., 2005), o que reflete justamente no
agravamento da doenga nos sistemas de plantio direto, onde a cada ciclo, aumenta a
quantidade de in6culo do patogeno no campo (PARREIRA et al., 2014). A partir das gotas de
chuvas, o fungo alcanca as folhas mais baixas e, posteriormente, as folhas mais altas enquanto
a planta cresce.

O processo de infecgdo inicia-se quando o conidio, ao entrar em contato com a folha
de milho, germina e forma o tubo germinativo que gera, posteriormente, o apressorio
melanizado. Esta estrutura consegue gerar pressao mecanica e liberar enzimas que ajudam na
penetracdo do tecido vegetal (MUNCH et al. 2008). Apds penetrar a parede celular, o fungo
estd na fase biotrofica e ndo demonstra sintomas de infeccdo, com hifas que adentram na
célula contornando sua membrana plasmatica e crescem para outras células epidérmicas e/ou
mesofilas adjacentes (SUKNO et al., 2007). De 48 a 72h depois, ha a troca para o crescimento
necrotrofico e surgem os sintomas na folha, com crescimento de hifas finas e extensas que

colonizam inter e intracelularmente, matando a célula do hospedeiro e colonizando-o
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(SUKNO et al., 2007). Por fim, os conidios sdo produzidos em acérvulos, cobertos por uma
matriz extracelular mucilaginosa que protege contra dessecacdo e ¢ essencial para
disseminacdo destes (BERGSTROM; NICHOLSON, 1999).

Nas plantas suscetiveis, as lesdes foliares sdo castanho, ovais e alongadas, com bordas
avermelhadas e progridem para toda a folha; nas resistentes, as lesdes sdo menores, variando
em clordticas a necrdticas. J4 no colmo, as plantas suscetiveis podem morrer antes de
completar o ciclo de desenvolvimento, com lesdes encharcadas elipticas de coloragao escura
marrom avermelhada a negra, podendo coalescer e formar extensas areas necrosadas
(PARREIRA et al., 2014).

Além do tecido foliar, os conidios presentes nas folhas (indculo secundario) também
podem atingir o colmo do milho a partir de ferimentos, causados por insetos por exemplo, e
atingir o xilema. Os sintomas podem ser visiveis, com descolora¢do da casca do colmo para
cor preta, e/ou podem ser internos. A colonizacdo vascular pode causar sintomas de top
dieback, que ocorrem principalmente nos estagios iniciais da formag¢ao de graos e interfere na
produtividade (BERGSTROM; NICHOLSON, 1999).

Como principal forma de controlar a doenga, utiliza-se cultivares resistentes, sendo a
resisténcia determinada por genes dominantes diferentes, influenciando separadamente a
antracose foliar e a do colmo (FERREIRA; CASELA, 2001). Porém, ¢ um método pouco
eficaz devido a variabilidade genética do patogeno (COSTA et al 2014), que o torna resistente
a esse mecanismo de defesa (FERREIRA; CASELA, 2001). Além desse, sdo utilizados outros
métodos como rotacdo de culturas, manejo do solo, uso de densidade de semeadura
recomendada, adubag¢dao adequada e utilizagdo de fungicidas no tratamento de sementes e
aplicacdo aérea em campo (JARDINE; LACA-BUENDIA, 2009), mas sabe-se que os fungos

também se tornam resistentes a esses produtos futuramente.

2.3 IMUNIDADE INATA E OS MECANISMOS DE RESISTENCIA DAS PLANTAS

As plantas possuem seu proprio mecanismo de defesa. Diferentes dos animais, elas
ndo possuem células especificas para defesa, sendo necessario cada célula ser capaz de se
defender e sinalizar as outras sobre a infeccao (JONES; DANGL, 2006). A imunidade inata

da planta reconhece esses patdgenos e impede sua entrada e crescimento, mas algum destes
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conseguem burlar esse reconhecimento e/ou inativar esses mecanismos e, desta forma, causar
a doenga (MUTHAMILARASAN; PRASAD, 2013).

Os mecanismos de defesa utilizados pelas plantas sdo estruturais ou bioquimicos,
sendo alguns destes formados antes (pré-formados/constitutivos) e outros depois da infecgdo
do fitopatogeno (pds-formados/induziveis) (Tabela 1). Os mecanismos estruturais atuam
como barreiras fisicas que inibem a entrada do patdgeno e seu crescimento na planta,
enquanto que os bioquimicos sdo reagdes quimicas que geram substancias toxicas para os
fitopatdgenos ou condig¢des desfavoraveis para seu crescimento. Essas reagdes tem variagdes
de acordo com o sistema patdgeno-hospedeiro, idade da planta, idade e tecido atacado,

condig¢des nutricionais e condig¢des climaticas (AGRIOS, 2005).

Tabela 1: Principais fatores de resisténcia pré e pos-formados (AMORIM; REZENDE; BERGAMIN,

2011).
Pré-formado Pos-formado
Estrutural e (Constitui¢ao da cuticula | e Agregacdo citoplasmatica
(espessura, presenga de | ¢« Halos
compostos  toxicos para 0 | e Papilas
fitopatogenos) e Lignificagdo
e [Estomatos (abertura, | ¢ Camadas de cortica
quantidade) e Tiloses
e Tricomas
e Parede celular espessa
e Fibras/Vasos condutores
Bioquimico | e Fendis e Fitoalexinas
e Alcaldides
e Lactonas insaturadas
e (Glicosideos fenolicos
e (licosideos cianogénicos
e Fototoxinas
e Inibidores Protéicos

Vérios patdogenos, especialmente fungos e bactérias, liberam uma variedade de
substancias que atuam como elicitores e sdo reconhecimentos pelo hospedeiro. Alguns deles
incluem toxinas, glicoproteinas, carboidratos, dcidos graxos, peptideos e enzimas microbianas
extracelulares (como proteases e enzimas pécticas). Apds esse reconhecimento, uma série de
reagdes bioquimicas e mudangas estruturais ocorrem na célula da planta, a fim de impedir o
crescimento do patogeno e “afastar” suas enzimas, toxinas, etc. A rapidez da planta em

reconhecer o patdogeno e de comegar a mobilizar suas defesas determinam se ird ocorrer
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qualquer infec¢do (como na resposta de hipersensibilidade) ou quanto o patégeno ird se
desenvolver (AGRIOS, 2005).

A regra ¢ a planta ser resistente aos fitopatogenos, sendo a excecdao aqueles que
conseguem infectar e causar doencas. E o caso por exemplo de patégenos que atingem a
macieira, mas ndo conseguem causar doencas em plantas de tomate e arroz (AGRIOS, 2005).
Esta resisténcia ndao hospedeira (RNH) envolve uma ativacdo complexa de genes e aciona
varios mecanismos de defesa, sendo eficientes para a maioria dos patdégenos. A RNH ¢
subdividida em dois tipos: no tipo I, os patogenos falham em superar as respostas de defesa da
planta pré e pos-formadas, como espessamento da parede celular, acimulo de fitoalexinas,
sintese de metabolitos secundarios da planta e formag¢dao de papila; por isso, ndo ocorre
formagdo de sintomas visiveis na planta. Enquanto no tipo II, esses patdogenos conseguem
superar esses mecanismos de defesa primario e infecta a célula, mas, desencadeia reacdo de
hipersensibilidade (UMA; RANI; PODILE, 2011).

Para reconhecer o patdgeno, as plantas possuem proteinas de reconhecimento padrao
(PRRs) na membrana plasmatica, estas identificam os padrdoes moleculares associados a
patdgenos (PAMPs) e padrdes moleculares associados a microbios (MAMPs), resultando em
imunidade desencadeada por PAMP/MAMP (PTI) (UMA; RANI; PODILE, 2011).

Assim como os fitopatdgenos, as plantas também reconhecem outros microrganismos
presentes no solo que possuem MAMPs e alguns deles sdo idénticos aos do patdégenos. Logo,
assim como o sistema imune da planta, através da PTI, reprime o crescimento de
fitopatogenos, ela também responde a esses microrganismos presentes no solo, regulando
aqueles que vao ou ndo ter algum tipo de relacdo com o hospedeiro e estar presentes na
interacao planta-microrganismo. Isso indica que a planta tem controle sobre o crescimento das
populagdes microbianas com seu sistema imune, onde esses microrganismos vao superar ou
ndo essa imunidade. Eles desenvolveram seus MAMPs de forma que ndo fossem mais
reconhecidos pelas plantas, como através da alteragdo na sequéncia do MAMP, a partir de
degradacao ou sequestro do MAMP e por modificacdo do MAMP (TEIXEIRA et al, 2019).

Quando o patdgeno supera a PTI e entra na célula hospedeira, ele libera efetores que
contribuem para sua viruléncia, sendo estes efetores reconhecidos pelas plantas através das
proteinas-R, o que gera resposta de imunidade desencadeada pelo efetor (ETI) e resulta na
reacdo de hipersensibilidade. Quando o patdogeno ndo ¢ reconhecido neste ultimo caso, que

pode ocorrer devido mudanga na constitui¢do de seus efetores, ele burla os mecanismos de
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resisténcia e causa a doenca, resultando na suscetibilidade desencadeada pelo efetor (ETS).
Da mesma forma, a planta pode possuir proteinas-R e identificar este patogeno que antes era
capaz de causar doenca. Percebe-se, consequentemente, que existe uma interagdo planta-
patogeno onde eles co-evoluem (JONES; DANGL, 2006; UMA; RANI; PODILE, 2011). Esta
interagdo ¢ conhecida pela teoria gene-for-gene, onde existe um gene de aviruléncia (Avr) do
patogeno e um gene de resisténcia (gene-R) da planta; a planta precisa ter o produto do gene-
R (Proteina-R) para identificar o produto do gene-Avr (elicitor), assim como o fungo precisa
desse elicitor para ser reconhecido pela planta (JONES; DANGL, 2006; UMA; RANI;
PODILE, 2011).

A reagdo de hipersensibilidade (RH) ¢ uma defesa celular induzida no local da
infeccao do patogeno ao reconhecer seus eliciadores. RH ¢ o resultado da rapida mobilizagao
de uma cascata de respostas de defesa das células afetadas e circundantes, o que leva a
alteracdo nas funcdes celulares, assim como a ativagdo melhorada de compostos ou novos
compostos relacionados a defesa. Dentre elas, tem-se a explosao rapida de espécies reativas
de oxigénio; aumento fluxos de ions, especialmente de K™ ¢ H" através da membrana celular;
ruptura das membranas e perda da compartimentacdo celular; integracdo de fenolicos com
componentes da parede celular e fortalecimento da parede celular vegetal; ativagdo transitoria
de proteinas quinases; producdo de substincias antimicrobianas (como fitoalexinas); e
formagdo das chamadas proteinas antimicrobianas relacionadas com a patogénese (proteinas-
PR), como as quitinases. A liberacdo consequente de compostos toxicos (como espécies
reativas de oxigénio — ROS) muitas vezes matam as células invadidas, as adjacentes e o
proprio patégeno (AGRIOS, 2005). Entretanto, a morte celular causada pela RH também
funciona como uma forma de sinalizagdo para as células adjacentes; importante lembrar que a

morte celular ndo afeta fitopatdgenos necrotroficos e hemibiotroficos (HEATH, 2000).

2.4 BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO VEGETAL (BPCV)

As BPCV sdo microrganismos que estdo naturalmente presentes no ambiente e nas
plantas, colonizando pequena ou grande parte de seus tecidos e criando relagdes associativas
especificas que estimulam o crescimento vegetal, aumentando a produtividade, e diminuem os
efeitos adversos causados por fatores bidticos e abioticos (COMPANT; CLEMENT;
SESSITSCH, 2010). Elas podem colonizar tanto superficialmente (epifiticas) como
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internamente (endofiticas) nas plantas e, a partir disso, contribuir de maneira direta ou indireta
no crescimento vegetal (GUIMARAES, et al. 2017; SPOLAOR et al., 2016; SINGH, 2015;
MICHEREFF; BARROS, 2001).

2.4.1 Mecanismos de acido direta das BPCV para crescimento vegetal

Na contribui¢do direta, as BPCV atuam para o desenvolvimento da planta ao facilitar a
assimilacdo de nutrientes ou regular seus niveis hormonais. Para isso, as bactérias realizam
fixacdo bioldgica de nitrogénio, produgdo de fitormonios, solubilizacdo de fosfato,

solubilizagdo de potassio e produgdo de sideroforos (SANTOYO et al., 2016).

2.4.1.1 Fixagdo Bioldgica de Nitrogénio

O nitrogénio ¢ um importante elemento para o crescimento de todos os seres vivos. Na
agricultura, este e outros componentes como fosforo, enxofre e potassio tem relagdo direta
com a produtividade agricola. Neste contexto, a utilizagdo da fixacao biologica de nitrogénio
(FBN) na agricultura tem papel importante para a sustentabilidade, pois desta forma, tem-se
menor impacto ambiental ao diminuir o uso de fertilizante nitrogenado, ja que nesse processo
bioldgico o nitrogénio estd mais disponivel para as plantas e sofre menos perdas por
lixiviagdo, volatilizagdo ou desnitrificagio (CARDOSO; ANDREOTE, 2016).

A FBN consiste na transformagdo do nitrogénio atmosférico, presente na forma N2,
para uma forma que possa ser assimilada pelos organismos vivos. Este processo ¢ feito por
bactérias especificas que possuem a enzima nitrogenase, que converte o nitrogénio gasoso em
amonia. A atividade dessa enzima ¢ limitada na presenca de oxigénio, € por isso, 0s
microrganismos aerobicos desenvolveram alternativas para realizarem a FBN, dentre elas:
aumento da atividade respiratéria, desenvolvimento preferencial em sitios microaerofilicos,
producdo de polissacarideos extracelulares e formacdo de células especializadas (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006; CARDOSO; ANDREOTE, 2016).

As bactérias fixadoras de nitrogénio estdo amplamente distribuidas no solo, com
diferentes interagdes com a planta. Essas bactérias podem ser de vida livre (Azotobacter
chroococcum, Beijerinckia fluminensis, Azotobacter paspali, Derxia spp., Paenebacillus

azotofixans), associativas (rizosfera e endofitica) (Azospirillum spp., Burkholderia spp.,
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Herbaspirillum spp.), ou simbiotica (Allorhizobium spp., Azorhizobium spp., Bradyrhizobium
spp., Mesorhizobium spp., Rhizobium spp. e Sinorhizobium spp.) em relagdo as plantas
(SINGH,.2015; CARDOSO; ANDREOTE, 2016).

As simbiodticas formam estruturas especificas nas raizes das plantas chamadas de
nodulos, formando um ambiente estavel e favoravel a FBN. As outras associagdes sao
encontradas em gramineas e outras monocotiledonias e ndo geram estruturas especificas,
assim, a variacdo ambiental interfere no processo de FBN. Logo, esse processo se torna
menos eficiente em relag@o a interagdo simbidtica, mas, ndo menos importante por isso, tanto
¢ que auxilia na redu¢do no uso de adubacdo nitrogenada na agricultura que gera impactos

ambientais (CARDOSO; ANDREOTE, 2016).

2.4.1.2 Produgao e Regulagdo de Fitormonios

Em situacdes ambientais desfavordveis, a sintese suficiente de fitormonios pelas
plantas ¢ comprometida e afeta seu crescimento. Nessas condi¢des, 0 uso de microrganismos
capazes de produzir esses hormdnios e regula-los se torna uma ferramenta interessante para
amenizar esses efeitos (SALAMONE et al. 2005). Alguns importantes s3o auxinas,
citocininas, giberilinas e etileno.

As auxinas sao comumente produzidas por BPCV, atuam principalmente no
geotropismo e fototropismo, diferenciacao do tecido vascular, dominancia apical, iniciacdo da
raiz, divisdo celular e alongamento de caule e raiz (GROBELAK et al. 2015). Das variedades
conhecidas, o 4cido-indol-acético (IAA) tem destaque (SPAEPEN et al. 2007). O principal
efeito do IAA produzido por rizobactérias ¢ o aumento do comprimento da raiz e sua area de
superficie, permitindo mais contato com o solo e assim maior absor¢do de nutrientes e agua.
A sensibilidade das plantas em relagdo a concentragdo de IAA ¢ variavel, e por isso, a quantia
de TAA exdgeno pode gerar impacto positivo, com aumento do crescimento da raiz em
relacdo ao controle, como pode gerar impactos negativos, diminuindo o crescimento da raiz
(SPAEPEN et al. 2007, ALI; SABRI; HASNAIN, 2010). O fitormonio ¢ sintetizado
principalmente a partir do triptofano, com 5 vias possiveis (SPAEPEN et al. 2007).

As citocininas sao um grupo de hormoénios vegetais que promovem a divisao celular e
desempenham um papel importante na regulagao de varios processos bioldgicos associados ao

crescimento ativo, metabolismo e desenvolvimento vegetal; sdo conhecidos por desempenhar
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um papel na sintese e manutencdo da clorofila e por influenciar o desenvolvimento e o
metabolismo do cloroplasto; sdo conhecidos por atrasar a senescéncia; também afetam a
translocagdo de nutrientes nas plantas; e também, desempenham um papel importante na
integracdo de diversas respostas ao estresse ambiental (GIRON et al, 2013). Esta associado
com a formag¢ao de ndédulos em leguminosas (FRUGIER et al. 2008) e a resposta ao estresse
ambiental (ARKHIPOVA et al. 2007), atuando por isso na regulacao do etileno e intervindo
no crescimento da raiz (WERNER et al. 2003; GAMALERO; GLICK, 2011). De alguma
forma, essa modulagdo hormonal atua no metabolismo primario e secundario da planta
associado a mecanismos de defesa, participando, assim, da regulacdo do trade-off entre
crescimento e defesa da planta (GIRON et al, 2013).

As giberelinas sao conhecidas por estimular o crescimento e ativagao de processos de
crescimento como alongamento do caule, germinacdo de sementes, floragdo, crescimento e
formacdao de raizes adventicias, assim como capilaridade da raiz (ZAIDI et al. 2015;
BOTTINI; CASSAN; PICCOLI, 2004), sendo justamente essas caracteristicas da raiz a
principal consequéncia da auséncia desse hormdnio (DODD et al, 2010).

O hormonio etileno ¢ importante para controlar o desenvolvimento celular e
crescimento na planta, assim como para auxiliar a planta em momentos de estresse (ABELES;
MORGAN; SALTVEIT, 1992), como por exemplo presenca de metais, temperaturas
extremas, quantidade de agua muito alta ou baixa, dano mecanico e fitopatdogenos (ALI;
CHARLES; GLICK, 2014; BARNAWAL et al. 2012). Em quantidades altas, afeta
negativamente o desenvolvimento da planta, que ocorrem devido sua sintese em dois picos
diferentes: o primeiro sendo mais baixo, quando hd o uso do 1-aminociclopropanol-
carboxilato (ACC) e ocorre expressao de genes relacionado a defesa; e o segundo pico, mais
alto que o primeiro, com aumento do ACC em resposta ao estresse, passa a ser prejudicial a
planta. Este segundo pico gera uma regulagdo acima da concentracdo normal de etileno, o que
piora os efeitos do estresse que o desencadeou, logo € interessante diminuir de alguma forma
esta regulacdo. Algumas BPCV produzem a ACC-deaminase, que diminuem a concentragao
de ACC na planta e consequentemente do etileno, diminuindo os efeitos do estresse
(TOKLIKISHVILI et al, 2010; GLICK 2012; GLICK 2014). Além disso, a ACC deaminase
facilita o funcionamento do IAA produzido pela bactéria, pois o aumento da auxina pode

ativar a transcri¢ado da enzima ACC-sintase, resultando no aumento nos niveis de ACC e

24



consequentemente na quantidade de etileno na planta (OLANREWAJU; GLICK;
BABALOLA, 2017).

2.4.1.3 Solubilizacdo de fosfato

A solubilizagdo de fosfato ¢ realizada por bactérias especificas como Bacillus,
Rhizobium, Pseudomonas, Azotobacter e Azospirillum (OLANREWAIJU; GLICK;
BABALOLA, 2017). Esse processo torna o fosforo insoluvel organico ou inorganico
acessivel para as plantas, sem prejudicar o meio ambiente. As leguminosas e gramineas
apresentam grande incidéncia desses microrganismos solubilizadores, também chamados de
mobilizadores de fosforo, em sua rizosfera e, consequentemente, nos solos cultivados com
estas plantas (SYLVESTER-BRADLEY et al., 1982; CARDOSO; ADREOTE, 2016). A
solubilizagdo de fosforo inorganico esta associada a liberacao de ions hidréxido, sideréforos,
COa, e principalmente acidos organicos (como acido gluconico) e seus prétons, que dissolvem
diretamente o fosforo ou quelam o cation associado ao anion fosfato, liberando-o para o
sistema (RODRiGUEZ; FRAGA, 1999; CARDOSO; ADREOTE, 2016). Outra forma de
solubilizagdo de fosforo inorganico ocorre com a assimilagio de NH4" nas células, onde
ocorre a liberagdo de H" que solubiliza o fosforo sem a utilizagdo de acidos (ILLMER;
SCHINNER, 1995; ALORI; GLICK; BABALOLA, 2017). Enquanto isso, as bactérias
apresentam papel crucial para a solubiliza¢do de fosforo organico, ja que esses estdo presentes
em compostos de alta massa molecular e precisam ser clivados em moléculas menores antes
de serem assimiladas (PEIX et al, 2001). Essas moléculas sdao clivadas por enzimas

(fosfatases), como a fitase (CARDOSO; ADREOTE, 2016).

2.4.1.4 Sideroforos
Sideroforos sdo pequenas moléculas peptidicas capazes de se ligar ao ferro (Fe™)
presente no solo e insoluvel, como ferro hidroxidos, oxihidroxidos e oxidos, possibilitando
seu transporte e absorcdo pelas células bacterianas e plantas (BENITE; MACHADO;
MACHADO, 2002; GOSWAMI; THAKKER; DHANDHUKIA, 2016). Esses sideroforos
desempenham papel importante para a absor¢do de ferro pelas plantas, sendo essa a principal

forma de obtencao desse micronutriente, ja que a maior parte do ferro presente no solo esta
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naturalmente indisponivel para absor¢do e o pouco disponivel se torna um agente competitivo
entre bactérias, fungos e plantas (GAMALERO; GLICK, 2011).

A produgdo de siderdforos por bactérias ocorre em meio deficiente em ferro
(GARIBALDI; NEILANDS, 1956). As bactérias sintetizam sider6foros também apresentam
receptores celulares capazes de se ligar ao complexo ferro-sideréforo, absorvendo-o e
reduzido para o estado Fe™. Além de suprir a necessidade de ferro por plantas e aumentar a
concentragdo do micronutriente na planta (RENGEL; BATTEN; CROWLEY, 1999), os
sideroforos também atuam no biocontrole ao reduzir a disponibilidade de ferro para
fitopatogenos (SHEN et al., 2013), ja que os siderdforos produzidos por BPCV possuem mais
afinidade pelo ferro do que os produzidos por plantas ou fungos (SAHA et al. 2012;
OLANREWAIJU; GLICK ; BABALOLA, 2017).

2.42 Mecanismos de a¢do indireta das BPCV para crescimento vegetal

Na contribuigdo indireta, as bactérias impedem o crescimento e/ou funcionamento de
um ou mais microrganismos patogénicos a planta. De forma geral, os microrganismos atuam
de duas formas nesse controle: através da interacdo microbio-micrébio, que envolve
mecanismos como antagonismo (liberacdo de substincias anti-microbianas e enzimas)
competicdo e quorum quenching; e a partir da estimulagdo do sistema imune da planta ou
priming (SANTOYO et al, 2016; OLANREWAJU; GLICK ; BABALOLA, 2017;
TEIXEIRA, 2019).

2.4.2.1 Substancias anti-microbianas

Algumas BPCV, principalmente dos géneros Pseudomonas e Bacillus, produzem uma
ou mais substancias antimicrobianas, como antibioticos e/ou bacteriocinas, que impedem o
crescimento e desenvolvimento de fitopatogenos (SIDDIQUI, 2006). Ao produzir estas
substancias e impedir o crescimento de outros microrganismos, essas BPCV possuem mais
nutrientes € menos competi¢do, criando um ambiente favoravel para elas e, facilitando suas
atividades para promover o crescimento da planta (GLICK, 2020).

Importante ressaltar que o antibidtico produzido por essas bactérias se mostra

especifico, sendo os resultados encontrados em experimentos in vitro para uma cepa
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especifica de fitopatdgeno diferentes ao serem testados em campo e contra diferentes cepas da
mesma espécie (GLICK, 2020). As bactérias que atuam sobre fitopatdégenos de forma mais
ampla geralmente possuem mais de um mecanismo de biocontrole, como por exemplo a
Burkholderia gladioli, encontrada em um milho nativo do México, que possui diversos
mecanismos contra fungos fitopatogénicos (quitinases, antibioticos de fenazina, sintese de
bacteriocina e capacidade de sintetizar compostos organicos volateis) (GLICK, 2020).Além
da acgdo direta, essas substancias também podem desencadear a resisténcia sistémica induzida
(RSI) na planta, o que contribui para a supressdo da doenga, conferindo uma vantagem

competitiva aos agentes de biocontrole. (SIDDIQUI, 2006)

2.4.2.2 Competigdo

Algumas BPCV conseguem competir com fitopatdgenos por nutrientes ¢ nichos na
superficie da raiz, limitando a incidéncia da doenga ao impedir a ligacdo do fitopatégeno a
planta e dificulta sua proliferacio (OLANREWAIJU; GLICK ; BABALOLA, 2017; GLICK,
2020). Essas bactérias realizam por exemplo degradagdo de compostos organicos ou sequestro
de micronutrientes necessarios para o crescimento de microrganismos (GAMALERO;
GLICK, 2011).

Algumas plantas secretam espécies reativas de oxigénio pela raiz, inibindo o processo
celular do fitopatégeno. Essa produgdo também pode ser ativada com a presenca de algumas
BPCV. Assim como alguns fitopatdogenos contem enzimas capazes de reduzir a quantidade
dessas espécies ativas de oxigénio para sobreviver, ¢ interessante que algumas BPCV também
possam sobreviver neste ambiente, podendo ser modificadas geneticamente para serem, desta
forma, mais competitivas neste ambiente, persistindo mais na rizosfera e sendo efetiva no

biocontrole (GLICK, 2020).

2.4.2.3 Resisténcia Sistémica

A indugdo de uma resisténcia sistémica pode ser feita a partir de fatores quimicos ou
bioticos via patogenos ou BPCV, e caracteriza-se por ser de longa duracdo e amplo espectro
(GLICK, 2020). Esse estado ¢ caracterizado pela ativagdo sistémica de mecanismos de defesa

latentes que sdo expressos ao ataque de patdgenos ou insetos herbivoros (PIETERSE, 2014).
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Quando essa resisténcia ¢ ativada por fatores quimicos ou por fitopatdogenos, ela ¢ nomeada
resisténcia sistémica adquirida (RSA), caracterizada pela ativagdo e expressdo dos genes
relacionados a patogénese e ¢ regulado pela via do acido salicilico.

Quando a resisténcia ¢ ativada por BPCV, ela ¢ nomeada como resisténcia sistémica
induzida (RSI), e tem sido caracterizada pelo aumento da lignificagdo e aumento da atividade
da peroxidase e superoxido dismutase na planta tratada, sendo regulado pelo 4cido jasmdnico
e etileno. Importante salientar que, embora a regulagdo da RSI ocorra pelo acido jasmonico e
etileno, ela ocorre principalmente pelo aumento da sensibilidade da planta a essa regulagdo,
ndo necessariamente ao aumento da sintese dos mesmos (GLICK, 2020). O que ocorre
principalmente na RSI ¢ a sensibilizagdo da planta em resposta ao fitopatdgeno ao invés da
ativacdo continua dos genes de defesa, promovendo uma resposta imune sist€émica mais
rapida e forte (PIETERSE, 2014).

Alguns componentes e agentes produzidos por essas bactérias que ativam a RSI
(elicitores) sdo: componentes da membrana externa bacteriana (como flagelos e cadeia lateral
O-antigénica de lipopolissacarideo), sideroforos e o acido salicilico. A ativagao dos elicitores
das BPCV ¢ dependente da espécie de planta relacionada, logo, uma cepa que consegue ativar
a RSI de uma espécie de planta ndo necessariamente ativara de outra planta (GLICK, 2020).

De acordo com Van Loon (2007), alguns dos principais mecanismos nos quais BPCV
podem induzir RSI em plantas estdo relacionados: ao crescimento da planta, no qual uma
planta mais desenvolvida consegue resistir mais ao ataque do patdgeno; reducdo da expressao
do sintoma, diminuindo o efeito do estresse causado pelo etileno a partir da ACC-deaminase e
outros microrganismos sem ter efeito na populacdo do fitopatdgeno; a alteragdo na populagao
microbiana do solo, que pode ocorrer devido a mudanca na estrutura da raiz da planta
provocada por BPCV, e/ou mudanga na composicdo do exsudato e/ou quorum sensing; e
podem ativar os mecanismos de defesa da planta, como refor¢o da parede celular, produgdo
de fitoalexinas antimicrobianas, sintese de proteinas PR e aumentar a resposta de defesa da

planta diante de um patogeno (conhecido como priming).

2.5 Azospirillum: PRINCIPAIS MECANISMOS DE PROMOCAO DE CRESCIMENTO
VEGETAL E BIOCONTROLE
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Bactérias do género Azospirillum sdo diazotroficas e de vida livre, possuem formato
de bastonete, sdo gram-negativas, microaerofilas, ndo fermentativas e quimioorganotroficas
pertencentes a classe Alfa-proteobacteria. As bactérias desse género possuem varios estudos
que abordam sua capacidade de promover crescimento em plantas, tanto em escala
laboratorial como no campo, sendo segura e que pode ser utilizada em nivel comercial.
Podem promover crescimento de varias culturas como trigo, arroz e milho, mas também ja
foram encontradas em cafeeiros, plantas frutiferas e orquideas, estando presente em diversos
habitats (MEHNAZ, 2014; CARDOSO, ANDREOTE, 2016). Essa bactéria associa-se
principalmente na superficie das raizes dessas plantas e algumas cepas sdo capazes de
colonizar a parte interna da raiz (endofiticas) (DOBEREINER, 1995; TORTORA, 2011).

Descoberta na década de 1970, o género foi descrito como BPCV por sua capacidade
de fixar nitrogénio e produzir fitormdnios. Atualmente, sdo descritas 20 espécies, sendo as
mais estudadas A.brasilense e A. lipoferum (BALDANI, BALDANI 2005; FIBACH-PALDI;
BURDMAN; OKON, 2011). Mas, varios trabalhos descrevem outros mecanismos utilizados
pela bactéria para promover o crescimento da planta, dentre eles esta a solubilizagdo de
fosforo, mitigagdo de estresse abiodtico e controle biolégico (BASHAN; DE-BASHAN, 2010;
FUKAMI, 2018)

Inicialmente, a fixacdo de nitrogénio foi descrita como o principal mecanismo para
explicar a capacidade da bactéria de promover o crescimento da planta. Estudos mostraram
que a inoculag¢do aumentou significativamente o teor total de nitrogénio em brotos e graos nas
plantas cultivadas, reduziu as doses necessarias de fertilizagdo nitrogenada para muitas
espécies de plantas, além de contribuir para melhorar o balanco de N das plantas
(FANCELLI, 2010; FUKAMI; CEREZINI; MEHNAZ, 2014; CASSAN; DIAZ-ZORITA,
2016; HUNGRIA, 2018). Porém, sendo de vida livre e sem capacidade de criar nddulos, €
interessante entender o quanto a bactéria transfere desse nitrogénio fixado para a planta.
Estudos mostram que a fixacao do nitrogénio pela bactéria para a planta varia de 5 a 18% do
nitrogénio adquirido pela planta (BASHAN; DE-BASHAN, 2010). Também, trabalhos
sugerem que o potencial da bactéria em fixar o nitrogénio varia entre cepas e cultivares; a
presenga ou nao de algum elemento no exsudato (como fonte de carbono) pode influenciar na
transferéncia de N para a planta pela bactéria (BASHAN; DE-BASHAN, 2010; CASSAN et
al., 2020).
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Além da capacidade de fixar nitrogénio, a produgdo de fitormonios, principalmente de
auxinas, também ¢ um importante mecanismo descrito. Plantas inoculadas com essa bactéria
tem crescimento diferenciado na raiz, como aumento no nimero ¢ comprimento dos pelos
radiculares, numero de raizes laterais, aumento no didametro e comprimento das raizes laterais
e raizes adventicias; e darea de superficie da raiz (MEHNAZ, 2014). Com a raiz mais
desenvolvida, as plantas tem mais capacidade de adquirir agua e nutrientes (incluindo N), e
assim, melhor crescimento. Essa capacidade ¢ mediada pela colonizacdo bacteriana e/ou sua
capacidade de produzir fitorméonios (CASSAN et al., 2020). Além disso, uma raiz mais
desenvolvida consegue fornecer mais exsudatos e possibilita maior interacdo com outros
microrganismos benéficos (CASSAN et al., 2020).

Outro beneficio das bactérias do género Azospirillum ¢é sua atuagdo contra os estresses
abidtico e bidtico. Na maioria dos trabalhos envolvendo biocontrole com bactérias do género
Azospirillum, os resultados mostram a resisténcia sistémica induzida (RSI) como principal
mecanismo utilizado.

No trabalho de Viejobueno et. al. (2021), cepas de A.brasilense isoladas de
morangueiro e petinia (REC3, 2A1, 2A2, e 2El) foram testadas contra o patdgeno
Macrophomina faseolina tanto in vitro como in vivo, tendo resultado apenas in vivo devido a
RSI, pois as plantas inoculadas possuiam estomatos mais fechados e maior deposicdo de
calose e lignina.

Mehmood (2021) testaram tratamento foliar de plantas de batata com Azospirillum
lipoferum contra Alternaria solani e tiveram resultados positivos. Observaram que a bactéria
aumentou significativamente a quantidade de fenolicos totais, a atividade de enzimas
relacionadas a defesa e os niveis de expressao do gene PR, além de que a planta tratada
respondeu ao ataque do patdogeno com aumento dos niveis de acido salicilico e H202, assim
como foi observado reducao da morte celular.

Trabalhos de Tortora et al. (2011 e 2012) com cepa de A. brasilense REC3 isolada de
morangueiro, que sintetiza sider6foros, mostraram que esta cepa ¢ capaz de competir em meio
de cultura contra Colletotrichum acutatum. Além disso, essa bactéria mostrou-se capaz de
produzir acido salicilico (AS) e ativar genes relacionados a defesa, que podem ter sido
responsaveis pela modificacdo estrutural da parede celular com aumento de compostos

fenolicos e acimulo de calose, principalmente quando a planta foi infectada pelo fungo.
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Trabalhos de Yasuda (2009) e Fujita et al (2017) utilizaram a cepa Azospirillum sp.
B510, respectivamente, em arroz contra X. oryzae pv. Oryzaecontra, ¢ em tomate contra
Pseudomonas syringae pv. tomato in vivo, mostrando resultados positivos em ambos 0s
casos. Ao contrario dos anteriores, ndo ocorreu acumulo de AS ou expressdo de genes
relacionados a resisténcia, logo, concluiram que ocorreu priming ¢ RSI.

Trabalho de Parmasi et al (2019) mostra A. brasilense sendo efetivo ao diminuir a
severidade da doenga causada pelo fungo Ascochyta rabiei em planta de grao-de-bico em duas
cultivares diferentes, sendo uma resistente e outra suscetivel a doenca. O trabalho teve como
objetivo avaliar se a bactéria A.brasilense nao apenas auxilia no controle da doenga, mas
também se ela aumenta a resisténcia na expressdo dos genes de resisténcia ja presentes na
planta. Em ambas cultivares a bactéria diminuiu a severidade da doenca, além de ter aumento
da expressdo de um dos genes de resisténcia presente na cultivar resistente.

No trabalho de Sankari et al. (2011), foi testado o uso de exopolissacarideo (EPS)
sintetizado por Azospirillum, com resultados positivos ao ser utilizado em arroz tanto no

crescimento como no biocontrole do patogeno Pyricularia oryzae pelo mecanismo de RSI.

2.6 METODOS DE INOCULACAO DE BPCV

Técnicas de inoculagao de BPCV influenciam no estabelecimento e persisténcia do
microrganismo na rizosfera, de forma que gere seus efeitos no crescimento na planta. Além
do método de inoculagdo e a quantia utilizada de in6culo, a colonizag¢do na rizosfera também
¢ um fator importante para a interagdo planta-microrganismo, no qual existem variaveis que
interferem nesta resposta como por exemplo, multiplicacdo e distribui¢do do microrganismo
na rizosfera, antagonismo microbiano, humidade do solo, pH, temperatura, exudatos e estagio
fenoldgico da planta. Dentre os métodos utilizados, tem-se a inoculagdo pela semente, pela
raiz ¢ no solo. Além destes, também tem-se abordado recentemente a inocula¢do foliar
(LOPES; DIAS-FILHO; GURGEL, 2021).

A inoculacdo pela semente ¢ a mais recorrente no campo e ocorre de duas formas: a
semente ¢ mantida em contato com o indculo por determinado tempo, sendo posteriormente
plantado; ou o inoculo ¢ aplicado via sulco, no momento do plantio. Neste método, o indculo
se mantém dormente no solo, até o crescimento da raiz. Dependendo das condicdes

ambientais, ¢ necessario realizar mais uma inocula¢do para manter a densidade microbiana
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(MULLER et al 2015; FUKAMI; NOGUEIRA; ARAUJO, 2016; CORREIA et al 2019;
LOPES; DIAS-FILHO; GURGEL, 2021).

A inoculagdo pela raiz consiste em imergir as raizes no indculo, sendo posteriormente
plantadas. As principais vantagens deste método consistem na padronizagdo do tamanho das
plantas no qual serdo inoculadas, assim como garante que a BPCV entre em contato
diretamente pela raiz, o que melhora sua colonizagdo. Além disso, este método pode ser
eficiente para defender a planta de fitopatégenos que podem atuar na raiz no momento do
plantio. (ROMEIRO, 2007; AHEMAD; KIBRET, 2014; GOUDA et al., 2018)

Na inoculagcdo no solo, alguns dos métodos utilizados sdo: aplicacdo do indculo
diretamente no solo perto da raiz, incorpora¢do no substrato ou microcapsulas (ROMEIRO,
2007; HERNANDEZ-MONTIEL et al., 2017; PRISA, 2020). Dentre as principais vantagens,
estd a aplicagdo do microrganismo com a raiz da planta, que ja estd formada no solo, e evita o
contato do inoculo com aleloquimicos incompativeis que sdo liberados durante a germinagao
de algumas espécies de plantas. Sobre as microcdpsulas, estas protegem e mantém a
viabilidade do in6culo e realiza liberagdo dos microrganismos de forma gradual, no qual
garante melhor adesio, estabilidade e colonizago de raizes (HERNANDEZ-MONTIEL et al.,
2017).

A inoculagio foliar consiste em aplicar o indculo pela folha via spray. E a menos
documentada e utilizada, mas apresenta estudos que demonstram seu efeito positivo no
crescimento e produtividade de plantas. Possui como principal vantagem a possibilidade de
incluir o uso de herbicidas e fungicidas no campo sem interferir na viabilidade do in6culo
(FUKAMI et al, 2016; PUENTE et al 2017, FUKAMI; CEREZINI; HUNGRIA, 2018;
CARDOZO; DI PALMA; MARTIN, 2021).

A decisao de qual método de inoculagdo usar deve ser baseado no conhecimento dos
estagios de crescimento da planta, tanto devido a liberagdo de aleloquimicos como também
pelas caracteristicas morfoldgicas, e também nas condi¢des do solo. Por exemplo, algumas
espécies liberam mais aleloquimicos durante a germinacdo, sendo por isso mais promissor a
inoculacdo na raiz ou no solo. Por outro lado, no caso de raizes pivotantes, a parede celular ¢
mais densa, o que pode interferir na adesdo e colonizacdo da BPCV, sendo mais adequado um
método de inoculacdo em sementes (LOPES; DIAS-FILHO; GURGEL, 2021). Com relagao

ao solo, a alta salinidade e teor de metais pesados podem interferir no sucesso da colonizacao,
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sendo interessante para estes casos a inoculagao na raiz ou no solo (GROBELAK; NAPORA;
KACPRZAK, 2015; LI; JIANG, 2017)

Logo, ¢ importante conhecer e aplicar novas estratégias no controle de doengas. Diante
de trabalhos com resultados positivo no uso das BPCV para esse fim, dentre elas no controle
da antracnose com resultados positivos (PLANCHAMP; GLAUSER; MAUCH-MANI, 2015;
TORTORA; DIAZ-RICCI; PEDRAZA, 201 1), ¢ relevante experimentar a aplicacdo de
espécies bacterianas nao usadas rotineiramente para combater doencas causadas por
fitopatogenos, como nos trabalhos de Sudhakar et al. (2000) e Dall’Asta (2018), e neste

projeto, avaliar o uso da bactéria 4. brasilense contra C. graminicola no milho.
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3 OBJETIVOS

Avaliar a capacidade da bactéria Azospirillum brasiliense FP2 de controlar o
desenvolvimento da doenca antracnose no milho, causada pelo fungo Colletotrichum
graminicola, tanto in vitro como na planta com dois métodos de inoculacdo, observando as

variagoes do crescimento causadas por eles.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Avaliar a atividade antagonista da bactéria A.brasilense contra o fungo
C.graminicola in vitro.

e Avaliar o efeito da bactéria A. brasilense no milho, a partir da inoculagdo na
semente e na folha, para o controle da severidade da antracnose no inicio do
estagio vegetativo do milho.

e Avaliar o efeito da bactéria A. brasilense no milho, a partir da inoculacao na
semente ¢ na folha, e do fungo no crescimento da raiz e da parte aérea de milho

no inicio do estagio vegetativo do milho.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CONDICOES DE CRESCIMENTO DOS MICRORGANISMOS E CRIACAO DO
INOCULO

A cepa de Azospirillum brasilense FP2 foi inoculada em placas de Petri com meio de
cultura NFbHPN (MACHADO et al. 1991) e incubada por 48 h a 30°C para obter a colonia
pura. Apoés isso, a cultura pura foi posta em 30 mL do meio NFbHPN suplementado com
lactato de so6dio na concentragdo de 5 mg/L, assim como de antibidticos estreptomicina até a
concentracdo de 80 ug/mL e 4cido nalidixico a 10 pg/mL. Esta cultura cresceu em Shaker a
120 rpm até atingir ODsoo 0,8, sendo aproximadamente igual a 10% células/mL. Para obter o
precipitado, a cultura bacteriana foi centrifugada a 12000 g, por 2 min, e suspendida em meio
NFb. Para confirmar a concentracdo utilizada no in6culo, foi realizada dilui¢do seriada em
placas de Petri com NFbHPN &gar com solugdo salina de 0,9% NaOH. As placas foram
incubadas por 72 h a 30 °C, sendo as colonias formadas contadas.

O isolado de Colletotrichum graminicola MANES3 (Chapeco-SC) foi obtido da
cole¢do micologica do Laboratério de Fitopatologia, UFSC. O fungo foi cultivado em meio
BDA (Batata Dextrose Agar) para o experimento em casa de vegetagdo ¢ FAA (Farinha de
Aveia Agar) para os ensaios in vitro a 25 °C, sendo incubado por 14 dias em luz fluorescente
com fotoperiodo de 12 h. Para fazer o indculo, as colonias foram raspadas com auxilio de uma
espatula e agua destilada autoclavada, filtradas utilizando dupla camadas de gaze. A
concentracdo de conidios formada na suspensao foi calculada através da cdmara de Neubauer,

sendo ajustado para a concentragdo necessaria para o experimento in vitro ou in vivo.

4.2 ENSAIO IN VITRO

No teste in vitro, para possibilitar o crescimento de ambos microrganismos no mesmo
meio de cultivo, foi feito um meio alterado a partir de BDA, onde em 1 litro desse meio foi
adicionado 2 mL de solucdo nutritiva (1 g de NaxMoO4.2H20, 1,175 g de MnSO4.H20, 1,4 g
de H3BO3, 0,04 g de CuS0O4.5H20 ¢ 0,12 g de ZnSO4.7H20) e 5 g de acido malico. O pH final
foi ajustado para 6,8 com KOH (TORTORA; DIAZ-RICCI; PEDRAZA. 201 1).
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Foram realizados dois ensaios diferentes, em ambos tiveram como tratamentos placas
contendo apenas a bactéria, placas contendo apenas o fungo e placas contendo os dois
microrganismos; com 4 repeticoes.

As condig¢des de crescimento utilizadas para o crescimento de cada microrganismo
foram as mesmas descritas anteriormente. Para fazer o indculo bacteriano, foi posto solugao
salina (0,9%) em placas com colonias da bactéria, crescidas em meio NFbHPN por 48 h,
transferindo as bactérias para a solugao salina. Esta suspensao formada foi coletada e utilizada
como inéculo, sendo a concentragdo obtida de 1,4.10° UFC/mL, confirmada por dilui¢do
seriada.

No primeiro ensaio, foi adicionado 10 pL da suspensao bacteriana, na concentragao de
1,4.10° UFC/mL, préximo a uma extremidade da placa de Petri contendo meio BDA alterado,
e na outra extremidade da mesma placa, um disco de 0,8 cm com a coldnia de C.graminicola ,
distanciadas em 5 cm. As placas foram mantidas em BOD a 26 + 2 °C e avaliados 12 dias
depois.

No segundo ensaio, 10 pL de indculo de A. brasilense (1,4.10° UFC/mL) foi
adicionado no centro da placa contendo BDA modificado, sendo crescida a 30 °C por 48 h.
Para a inoculagdo do fungo via spray (aplicado 0,5 mL por placa), foi feito indculo de
C.graminicola da mesma forma que citado anteriormente, na concentragio 1,5. 10°
conidios/ml. As placas contendo os dois microrganismos foram mantidas em BOD a 26 + 2
°C e a avaliagdo do antagonismo realizada 7 dias apods a aplicagdo do fungo (TORTORA;

DIAZ-RICCI; PEDRAZA. 2011).

4.3 PREPARO DO EXPERIMENTO EM CASA DE VEGETACAO

O experimento foi montado na casa de vegetacdo do Laboratorio de Fitopatologia,
localizado na UFSC, de 16 de Margo a 10 de Abril de 2020; em delineamento completamente
casualizado (DCC) com 4 repetigdes. Foram 6 tratamentos no total, sendo eles: tratamento
com A.brasilense no momento do semeio (AbS); tratamento com inoculagdo de A.brasilense
na folha (AbF), aos 7 dias ap6s o semeio (DAS) no estagio V2; tratamento com A.brasilense
no momento do semeio mais inoculagao do C.graminicola na folha (AbS+Cg), tratamento

com A.brasilense na folha (AbF), aos 7 DAS no estagio V2 mais C.graminicola na folha

36



(AbF+Cg), tratamento com C.graminicola via foliar (Cg); e controle. A aplicagdo de
C.graminicola ocorreu 7 DAS.

O substrato utilizado foi obtido a partir de um Latossolo Vermelho esterilizado. Este
foi autoclavado durante 1 h, duas vezes com intervalo de 72 h cada autoclavagem (WOLF;
SKIPPER, 1994), sendo postos em vasos de 3,2 L. O semeio foi realizado em trés covas
equidistantes abertas no substrato de cada vaso. Foi semeada uma semente por cova da
cultivar hibrido DOW 20A5S5, que foram desinfestadas com etanol por 3 minutos e solugdo de
hipoclorito de soédio 2% com Tween 20 2,5% por 30 minutos. Aos 7 DAS, realizou-se o
raleamento para 2 plantas por vaso.

A 1noculagdo do A.brasilense ocorreu via semente (AbS) no momento do semeio em
cova, sendo aplicado 1 mL do indculo na concentragio de 107 células/mL diretamente na
semente. Na inocula¢do foliar (AbF), foi utilizado a mesma concentragdo e quantia de in6culo
por planta, utilizando um aspersor para aplicacdo do indculo aos 7 DAS, no estagio V2. Em
ambos os casos, no controle, foi inoculado o meio de cultura puro.

A inoculacao do fungo (Cg, AbS+Cg e AbF+Cg) foi realizada aos 7 DAS. Aplicou-se
5 mL por planta do inéculo com concentragdo de 1.10° conidios/mL, sendo mantidas em
camara umida escura por 48 h e retornados para casa de vegetagdao. No controle, foi realizado
inoculagdo com agua destilada autoclavada.

Nos tratamentos AbF+Cg, a inoculacdo de ambos os microrganismos ocorreu no
mesmo dia, aos 7 DAS. Inicialmente, foi realizado a inoculagdo da bactéria, e 3 h depois o

fungo, ambos nas mesmas concentragdes ja citadas.

4.4 AVALIACAO DE SEVERIDADE DA DOENCA E CRESCIMENTO DA PLANTA

A andlise da severidade da doenga e controle pela inoculacdo da bactéria foi realizada
5 dias apds a aplicagdo do fungo, 12 DAS, no V2. Em cada tratamento (Cg, AbS+Cg e
AbF+Cg) foi escaneado duas folhas, completamente expandidas, de cada planta, totalizando 4
folhas por vaso. Assim, foi calculado a area foliar necrosada e a area total da folha com o
programa Image J, sendo obtido a severidade, em porcentagem, com a divisdo desses dois
valores, area lesionada por area total (SASAN e BIDOCHKA, 2013). Destas amostras, ¢ dos
demais tratamentos (AbS, AbF e controle) foram avaliadas o comprimento da raiz e parte

aérea, medidos a partir da base da planta até as extremidades, com uso de uma régua
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milimétrica, ¢ o crescimento da massa fresca da parte aérea e raiz, com auxilio de uma
balanca semi-analitica. A avaliacdo dos efeitos dos tratamentos no crescimento do milho foi

repetida aos 19 € 26 DAS.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

O Statistical Analysis Software® (SAS®) foi utilizado para analise estatistica dos
dados usando os Procedures ProcGLM ¢ ProcMIXED. Inicialmente, foram verificados os
pressupostos da andlise de varidncia (homoscedasticidade por Brown-Forsythe e normalidade
por Shapiro-Wilk) para residuos do modelo.

Os outliers identificados (HENDRA; STAUM, 2010), foram removidos das proximas
analises (APENDICE A). Foi removido um outlier de cada vez, priorizando os que
apresentavam maior residuo, e refeito os pressupostos da analise de variancia para seguir com
as analises.

Para o efeito do patdgeno nas plantas tratadas com a bactéria (folha e semente) 5 dias
apos inoculagdo do fungo (12 DAS), foram realizadas andlise de variancia e a comparacao de
médias por Student-Newman-Keuls (SNK) utilizando codigo ProcGLM, para avaliar a
severidade da doenga, massa fresca e comprimento da raiz e da parte aérea. Para o efeito da
bactéria no crescimento da planta aos 12, 19 e 26 DAS foram consideradas a analise de
variancia e a compara¢do de médias a partir dos modelos mistos, utilizando o cddigo
ProcMIXED do programa, onde foram considerados os tratamentos como efeito fixo e as
épocas de avaliacdo como efeito aleatorio. Neste teste foram avaliados apenas os parametros

de crescimento medidos, sendo eles massa fresca e comprimento da raiz e parte aérea.
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5 RESULTADOS

5.1 ENSAIO IN VITRO

Para verificar o antagonismo da bactéria contra o fungo, dois ensaios in vitro foram
realizados, nos quais verificamos diferentes resultados (Figura 3).

Quando ambos os microrganismos foram inoculados ao mesmo tempo e crescidos a 26
°C, ndo houve formagdo de halo de inibicdo, porém, ndo houve sobreposi¢do do fungo na
colonia bacteriana crescida, como observado na Figura 3A. No segundo caso, a bactéria

crescida a 30 °C por 48 h formou halo de inibi¢do com média de 1,13 (+0,01) mm.

Figura 2: Fotos de placas de Petri dos dois ensaios in vitro, sendo A do primeiro ensaio ¢ B do segundo
ensaio, com os dois microrganismos.

5.2 EFEITO DA CO-INOCULACAO NA SEVERIDADE DA ANTRACNOSE E NO
CRESCIMENTO DA PLANTA.

Inicialmente, a aplicacdo de C.graminicola foi planejada para ocorrer em 3 tempos
diferentes: 7, 14 e 21 DAS (DALL’ASTA, 2018). Porém, s6 foi realizado inoculagdo do
fungo no tempo 7, devido obtengao insuficiente de indculo nos outros tempos.

A Figura 3 e Tabela 2 apresentam os resultados obtidos da severidade da doenca, apds
5 dias da inoculagdo do patégeno, aos 12 DAS. A severidade da doenga variou em média,

9,8% a 29,2% para primeira (F1) e segunda folha (F2) do milho respectivamente. Nao houve
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controle na severidade dos sintomas foliares causado pelo patdégeno com a inoculagdo da
bactéria via semente ou foliar, na condic¢ao inicial de crescimento do milho. A primeira folha
completamente expandida (F1) teve aproximadamente 9,6% de severidade sem tratamento
com a bactéria, enquanto a inoculacdo bacteriana no momento do plantio e na folha em
estagio V2 foi respectivamente de 8,5% e 11,2%, com diferengas ndo significativas entre os
tratamentos. A severidade na segunda folha completamente expandida (F2) chegou a 28%
sem tratamento com a bactéria, enquanto a inoculagao bacteriana no momento do plantio foi

de 31,2% e na folha 28%, ambos sem diferencas estatisticas.

Figura 3: Severidade da antracnose (C.graminicola) em folhas de milho (F1 e F2), aos 7 DAS,

em casa de vegetacdo, com inoculacdo da bactéria (A4.brasilense), na semente(ABS+Cg), na folha
(ABf+Cg) e sem co-inoculagao(Cg).
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Em relag@o ao crescimento da planta com os microrganismos (Figura 5 e Tabela 3),
observa-se que a inoculacdo da bactéria e do fungo isoladamente ndo alterou o comprimento e
a massa fresca da raiz e da parte aérea aos 12 DAS, entretanto, quando combinados, esses

parametros sao alterados, afetando o crescimento da planta.
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Tabela 2: Resumo da analise de variancia para severidade da doenca nas folhas de milho (F1 e F2),
aos 12 DAS, em casa de vegetacdo, com inoculagdo da bactéria 4. brasilense na semente (AbS+Cg), na folha
(AbF+Cg) e sem inoculacdo da bactéria (Cg). GL: graus de liberdade; SQ: Soma dos quadrados; QM:

quadrados médios.

Variacio GL SQ QM F P
F1
Entre grupos 2 14.5 7.2 0.39 0.69
Residuo 9 16.9 18.7
Total 11
Média 9.8 Cv 44,4%
F2
Entre grupos 2 23.8 11.9 0.15 0.86
Residuo 8 637.3 79.7
Total 16
Média 29.3 Cv 30,4%

O crescimento no comprimento da raiz do controle de 33,9 cm nao se diferiu do
tratado pela bactéria na semente (34,44 cm) na folha (29,5 cm) e do tratado com o fungo (33,8
cm). No entanto, houve redu¢ao no comprimento das raizes nas plantas tratadas com ambos,
bactéria e patogeno, tanto no momento do plantio como na folha, sendo respectivamente 26,2
cm e 26,9 cm. Neste caso, entre as plantas doentes, o comprimento da raiz de plantas tratadas
com bactéria ficou abaixo do comprimento daquelas encontradas na planta controle.

No comprimento da parte aérea (Figura 4), observa-se que a presenca do patdogeno
(35,9 cm) e a inoculacdo da bactéria na semente (32,2 cm) gerou efeitos negativos ao
comparar com o controle (41,1 cm) e as plantas tratadas com bactéria na folha (39,2 cm).
Assim como observado no comprimento da raiz, as plantas tratadas com a bactéria e o fungo
tiveram menor crescimento na parte aérea na presenca do patogeno (31,8 cm) em comparacao
ao inoculado exclusivamente com o fungo (35,9 cm).

A presenga do patdogeno ndo afetou a massa fresca de raizes (1,83 g), ndo sendo
diferente estatisticamente do controle (2,09 g) e da planta tratada com bactéria no momento
do plantio (2,57 g). No entanto, a planta tratada com a bactéria na folha gerou menor
crescimento de massa fresca com a presenga do patdgeno (1,42 g) em relagdo aos outros
tratamentos.

Por fim, quanto a massa fresca da parte aérea, ndo tem diferenga estatistica entre o

controle (2,57 g) e o tratamento da bactéria na folha (2,22 g). Percebe-se também que ndo
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houve diferenca estatistica entre os tratados com patdgeno (1,68 g) e os tratamentos que
receberam o patdgeno e a bactéria, tanto no momento do plantio (1,40 g) como na folha (1,45
g). Importante ressaltar que a massa fresca da parte aérea foi afetada pela doenga ao comparar

as plantas doentes (tanto com inocula¢do como sem inoculagdo da bactéria) com o controle.

Figura 4: Crescimento do milho, aos 12 DAS, em decorréncia da inoculacdo de A.brasilense e C.
graminicola. CR, comprimento da raiz; CA, comprimento da parte aérea; MFR, massa fresca da raiz; MFA,
massa fresca da parte aérea. Tratamentos com a mesma letra ndo se diferem estatisticamente (P< 0,05).
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Tabela 3: Resultados estatisticos dos parametros avaliados no crescimento do milho em decorréncia da
inoculagdo de A.brasilense ¢ C. graminicola.

GL SQ QM Valor F P
Comprimento da raiz
Entre grupos 5 258,521 51,704 5,48 0,0035%*
Residuo 17 160,354 9,432
Total 22 418,875

Média 31,00 CV 9,907269
Comprimento Parte Aérea

Entre grupos 5 234,028 46,806 7,33 0,0012%*
Residuo 15 95,781 6,385
Total 20 329,809

Média 35,85 CV 7,049579
Massa Fresca Raiz

Entre grupos 5 5,680 1,136 6,18 0,0019*
Residuo 17 3,124 0,184
Total 22 8,803
Média 2,15 CV 23,26606
Massa Fresca parte Aérea
Entre grupos 5 3,716 0,743 8,09 0,0006*
Residuo 16 1,47 0,092
Total 21 5,186
Média 1,80 CvV 16,79349
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5.3 EFEITO NO CRESCIMENTO DO MILHO COM INOCULACAO DE A.brasilense
NO MOMENTO DO PLANTIO E NA FOLHA

Os resultados obtidos na andlise estatistica indicam efeito dos tratamentos
principalmente no crescimento das raizes aos 12 (estddio V2), 16 (V3) e 26 DAS (V4)
(Tabela 4).

O crescimento da parte aérea, tanto do comprimento como da massa fresca, ndo foi
afetado significativamente pela presenca da bactéria. Observou-se crescimento nos tempos 12,
19 e 26 DAS, sendo do comprimento 37,48, 50,53 e 62,59 cm respectivamente, ¢ da massa
fresca de 2,16, 4,10 ¢ 7,41 g respectivamente.

A inoculagdo de A4.brasilense na semente gerou efeito positivo no crescimento da raiz
em relacdo a inoculacdo foliar. No comprimento da raiz, o crescimento ndo diferiu com o
tempo e o tratamento AbS foi mais eficaz em relagao ao AbF, com médias de 38,77 e 30,96
cm respectivamente. Para massa fresca, o crescimento variou de 2,5 a 8,8 g a partir dos 19
DAS, com diferencial no tratamento da semente que promoveu melhor crescimento em

comparagao com AbF e controle, com média de 10,81 g aos 26 DAS.
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Tabela 4: Analise estatistica da variacdo do crescimento do milho a partir dos métodos de inoculagdo nas coletas 12, 19 e 26 dias apds a semeadura(DAS).

Comprimento Raiz (cm)

Efeito G Valor F P Tratamento 12 DAS 19 DAS 26 DAS Média
TR 2 6,37 0,0189* Controle 33,9 (£1,515) 33,4 (£2,256) 32,2 (£1.763) 33,2 (£1,057)b
FL 2 1,51 0,2513 AbS 34,4 (£2,117) 36,0 (+4,143) 45,9 (£3,071) 38,8 (+1,858)a
TR*FL 4 2,32 0,1012 AbF 29,5 (£1,896) 33,2 (£ 1,422) 30,1 (£2,536) 31,0 (£1,157)b
- - - - Média 32,6 (£1,379) A 342 (£ 1,415 A 36,0 (£1,416) A -
Comprimento Parte Aérea (cm)
Efeito G Valor F P Tratamento 12 DAS 19 DAS 26 DAS Média
TR 2 0,98 0,4134 Controle 38,6 (+2,842) 48,7 (+4,215) 63,0 (+2,738) 50,11 (£1,843)a
FL 2 78,91 <,0001* AbS 32,2 (£1,261) 53,6 (¢1,359) 61,7 (£2,793) 49,1 (£1,204)a
TR*FL 4 1,36 0,2906 AbF 39,2 (+0,483) 52,8 (£3,210) 63,0 (2,480 51,7 (1,362)a
- - - - Média 36,6 (£1,489)A 51,7 (£1,553)B 62,6 (+1,439)C -
Massa Fresca Raiz (g)
Efeito G Valor F P Tratamento 12 DAS 19 DAS 26 DAS Média
TR 2 9,35 0,0063* Controle 2,4 (£0,448) Aa 2,0 (£0,466) Aa 7,7 (£0,697) Ba 4,0 (+0,308)a
FL 2 235,84 <,0001* AbS 2,6 (£0,244) Aa 2,6 (£0,437) Aa 10,8 (+0,090) Bb 5,3 (£0,188)b
TR*FL 4 7,81 0,0013* AbF 2,9 (£0,191) Aa 2,5 (£0,252) Aa 7,9 (£0,420)Ba 4,4 (£0,175)a
- - - - Média 2,6 (£0,216) A 2,4 (£0,235)A 8,8 (£0,243)B -
Massa Fresca Parte Aérea (g)
Efeito G Valor F P Tratamento 12 DAS 19 DAS 26 DAS Média
TR 2 2,07 0,1822 Controle 2,3 (+0,239) 3.5 (£0.490) 7,3 (£0,731) 4,4 (£0,314)a
FL 2 94,35 <,0001* AbS 1,9 (+0,280) 4,1 (£0,478) 7,9 (£0,455) 4,7 (£0,239)a
TR*FL 4 1,43 0,2727 AbF 2,2 (£0,162) 3.4 (£0.336) 6,3 (£0,634) 3,9 (20,259)a
- - - - Média 2,2 (£0,258)A 3,7 (£0,289)B 7,2 (£0,269)C -

* Diferenca estatistica entre os resultados (P<0,05). Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente. Letras maiusculas comparagio entre colunas e
letras minusculas comparacdo entre linhas. TR: tratamento; FL: tempo; AbS: inoculaggo via semente; AbF: inoculacdo foliar; G: graus de liberdade
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6 DISCUSSAO

O uso de BPCV no Brasil tem crescido nos ultimos anos, sendo uma alternativa
bioldgica menos agressiva ao meio ambiente e que promove diminui¢do do uso de
fertilizantes quimicos. Da mesma forma, varios trabalhos mostram seu potencial no controle
de pragas e doencgas (YASUDA et al., 2009; JOE; SIVAKUMAR, 2010; VETTORI et al.
2010; TORTORA; DIAZ-RICCI; PEDRAZA, 2011; PLANCHAMP; GLAUSER; MAUCH-
MANI, 2015), se tornando uma alternativa para diminui¢cdo no uso de inseticidas e fungicidas
quimicos. Neste trabalho, testou-se o uso da bactéria Azospirillum brasilense FP2 como uma
alternativa no controle da antracnose.

Os resultados do trabalho in vitro mostraram que, nas condi¢cdes administradas, a
bactéria ndo foi capaz de inibir o crescimento do fungo. No primeiro método, a bactéria e o
fungo cresceram juntos a 26 °C e ndo apresentou halo de inibi¢do. No segundo método
utilizado, foi observado formacao de halo de inibicao de aproximadamente 1 mm, neste caso,
a bactéria foi crescida a 30 °C por 48h e, posteriormente a aplicacdo do fungo, foi crescida a
26 °C. A temperatura pode ter influenciado na capacidade da bactéria de produzir esses
compostos, sendo necessario, talvez, mais tempo para a bactéria crescer nesta temperatura, ou
realizar todo o experimento na temperatura determinada. Bactérias do género Azospirillum
ndo sdo conhecidas pela capacidade de produzir compostos antagonistas (BASHAN; DE-
BASHAN, 2002), mas, a sintese de sider6foros ¢ mais comum no género e ¢ um fator que
limita o crescimento de outros microrganismos devido a competicdo por ferro (BASHAN;
DE-BASHAN, 2010).

Os resultados da casa de vegetagao mostraram que a inoculagao foliar e na semente foi
ineficaz no controle da severidade da antracnose aos 12 DAS na cultivar DOW 20A55, além
de inibir o crescimento da planta quando associada ao fungo. Uma hipdtese seria que a planta
foi afetada pela presenca da bactéria e do patdégeno devido seu gasto energético ter sido
dividido. A planta forneceu energia para a bactéria para a associacdo — que teve resultados
posteriores ja que houve crescimento na raiz em V4 na inoculacdo na semente, assim como a
mesma foi consumida pelo patdégeno. Outra hipdtese seria que a energia utilizada pela planta
para crescimento foi transferida para ativar seu sistema de defesa.

A planta precisa de tempo até que o estimulo fornecido pela bactéria seja suficiente

para desenvolver suas defesas. Neste trabalho, a inoculagdo do patégeno ocorreu 7 DAI da
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inoculacdo com a BPCV via semente e algumas horas antes para inoculagdo via foliar. No
trabalho de Tortora et al (2012), a cepa A.brasilense REC3 foi capaz de ter algum controle
sobre a antracnose em morango apos 15 dias da inoculagdo da bactéria. Na cultura de grao de
bico, o controle do patogeno foi efetivo aos 14 DAI (PARMASI et al, 2019).

Importante mencionar que, embora ndo tenha sido realizada nenhuma técnica de
quantificagdo, a bactéria inoculada na semente promoveu crescimento radicular na planta que
foi observado no tempo 26 DAS. Logo, os efeitos provenientes a bactéria, que envolvem
principalmente crescimento da raiz devido efeito hormonal da inoculagio (CASSAN et al.
2014), foram observados no experimento.

Neste trabalho, a inoculagdo foliar ndo beneficiou o crescimento da planta, além de ter
impacto negativo quando associado ao patdogeno, no qual os pardmetros de crescimento
avaliados foram afetados em 12 DAS. Fukami (2016) testou varios métodos de inoculacdo de
A.brasilense, com as cepas Ab-V5 e Ab-V6, dentre estas a foliar e em sulco de cultivo, no
milho e em trigo, tanto em casa de vegetacdo como no campo aplicando 1.0x10° células por
planta e, teve beneficios no crescimento da planta e na produtividade com estes métodos.
Cardozo (2021) trabalhou com milho, exclusivamente com inoculagdo foliar no campo
associado com uso de herbicidas, e teve ganhos em crescimento e produtividade. Porém,
outros trabalhos como de Galindo (2019), que testou em trigo uso de outros métodos de
inoculagdo da bactéria como semente, sulco e folha, teve apenas o tratamento via semente
promovendo melhor produtividade em arroz em relacdo ao controle; e Costa et al (2015)
testou inoculagdo via semente e folha em estagio V4, apresentando melhores resultados com a
inoculagdo via semente.

Seria interessante avaliar outras cultivares com diferentes niveis de resisténcia a
antracnose, tendo em vista que esta resisténcia pode ter acréscimo com a presenca da bactéria,
como mostra no trabalho em grao-de-bico (PARMASI et al, 2019). No trabalho de ZEFFA et
al (2019), eles sugerem a selecao de gendtipos com maior responsividade a inoculacdo de 4.
brasilense, sendo que ela deve ser especifica para cada condicao de estresse ambiental.
Embora o trabalho de ZEFFA et al (2019) tenha sido realizado para diferentes formas de
estresse abiotico, € interessante ter esse tipo de selecao para estresse biotico.

Também seria interessante testar outras cepas de A4.brasilense - a maioria dos trabalhos

no qual ocorreu sucesso ao experimentar a utilizacdo da bactéria contra algum fitopatégeno
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utilizou cepas previamente selecionadas de um banco ou que ja tinham trabalhos prévios com

mesmo resultado.
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7 CONCLUSAO

A bactéria A.brasilense FP2 nao tem atividade antagonista in vitro contra
C.graminicola.

A capacidade de biocontrole da cepa A.brasilense FP2 de controlar a antracnose no
milho no inicio do estadio vegetativo foi ineficaz na inoculacdo do fungo aos 7 DAS.

A inoculacdo da bactéria A.brasilense FP2 no momento do plantio foi eficaz para
promover o crescimento da raiz na coleta 26 DAP.

Os resultados indicam que a intera¢do entre o milho, a BPCV A.brasilense e o
fitopatégeno C.graminicola foi desfavordvel para a planta nos primeiros 12 dias de
crescimento, sendo necessario mais estudos para concluir sobre o efeito da bactéria e do
fitopatdgeno no crescimento da planta..

Mais experimentos sdo necessarios para concluir acerca da capacidade de biocontrole

da bactéria A.brasilense contra antracnose no milho.
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APENDICE A - Resultados estatisticos e outliers removidos

Tabela A.1: Outliers removidos para analise estatistica na avaliagdo do efeito de inocula¢do da bactéria
A.brasilense e fitopatdogeno C.graminicola no crescimento do milho

Tratamento ‘ N ‘ MEDIA
CR (cm)
Controle 4 339+1,5
AbS 4 344 +£21
AbS +Cg 3% 26,2 +1,7
AbF 4 29,5+1,9
ADbF + Cg 4 26,9 +0,7
Cg 4 33,8+ 1,0
CA (cm)
Controle 3% 41,1+1,9
AbS 3* 322+13
AbS + Cg 3* 352+1,3
AbF 4 39,2+0,5
ADbF + Cg 4 318+1,2
Cg 4 359+1,7
MFR (g)
Controle 3* 2,09+041
AbS 4 2,57+0,24
AbS + Cg 4 1,80 +£0,11
AbF 4 2,86+0,19
ADbF + Cg 4 1,42 +£0,22
Cg 4 1,83 +£0,14
MFA (g)
Controle 3* 2,57 £0,06
AbS 3* 1,67 £ 0,16
AbS + Cg 4 1,40 + 0,20
AbF 4 2,22+0,16
AbF + Cg 4 1,45+ 0,08
Cg 4 1,68 £0,19

CR: Comprimento da raiz; CA: Comprimento da parte aérea, MFR: Massa fresca Raiz; MFA: Massa fresca parte
aérea; AbS: Aplicacdo da bactéria via semente; AbF: Aplicag@o da bactéria na folha; Cg: Aplicag@o do fungo
*N=3 apresenta outlier removido na analise de variancia e comparacdo de médias.
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Tabela A.2: Outliers removidos para analise estatistica na avaliagdo dos métodos de inoculacdo da bactéria

A.brasilense no crescimento do milho.

TEMPO | TRATAMENTO | N | MEDIA
CR
12 DAS CONTROLE 4 339+ 15
12 DAS ABS 4 344+2.1
12 DAS ABF 4 295+ 1,9
19 DAS CONTROLE 3% 334+23
19 DAS ABS 4 36,0 £4.1
19 DAS ABF 4 333+14
26 DAS CONTROLE 3% 322+ 1.8
26 DAS ABS 4 45,9 +3.1
26 DAS ABF 4 30,1 +2.5
CA
12 DAS CONTROLE 4 38,6+2.8
12 DAS ABS 3% 322+13
12 DAS ABF 4 392+0.5
19 DAS CONTROLE 3% 48,8 +4,2
19 DAS ABS 4 53,6+ 1.4
19 DAS ABF 4 52,8432
26 DAS CONTROLE 4 63,0 £2,7
26 DAS ABS 4 61,7+2.8
26 DAS ABF 4 63,1 +2.5
MFR
12 DAS CONTROLE 4 2,43 + 0,45
12 DAS ABS 4 2,57+0,24
12 DAS ABF 4 2,86+ 0,19
19 DAS CONTROLE 3* 1,99 + 0,45
19 DAS ABS 4 2,65+ 0,44
19 DAS ABF 4 2,50 + 0,25
26 DAS CONTROLE 3* 7,71 +0,70
26 DAS ABS 3* 10,81 + 0,09
26 DAS ABF 4 7,90 + 0,42
MFA
12 DAS CONTROLE 4 2,34 +0,24
12 DAS ABS 4 1,93 + 0,28
12 DAS ABF 4 222+0,16
19 DAS CONTROLE 3% 3,54 + 0,49
19 DAS ABS 4 4,12 + 0,48
19 DAS ABF 3% 3,36+ 0,34
26 DAS CONTROLE 4 735+0,73
26 DAS ABS 3% 7,95+ 0,45
26 DAS ABF 4 6,29+ 0,63

CR: Comprimento da raiz; CA: Comprimento da parte aérea, MFR: Massa fresca Raiz; MFA: Massa
fresca parte aérea; AbS: Aplicagdo da bactéria via semente; AbF: Aplicacdo da bactéria na folha; Cg:

Aplicagdo do fungo na folha; DAS: dias ap6s o semeio

* N=3 apresenta outlier removido na analise de varidncia e comparagdo de médias.
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