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RESUMO

O milho esta exposto a uma extensa gama de patdgenos que prejudicam a qualidade e
produtividade de grdos, entre os mais importantes se destaca o fungo Fusarium verticillioides.
Este patdégeno causa a podriddo do colmo, espiga e contamina¢do por micotoxinas, que
representam grande risco para a salde de animais e humanos. Recentemente, uma aplicacdo em
tandem de fungicidas com a cepa de Bacillus subtilis BIOUFLAZ2 foi identificada como uma
estratégia promissora para controlar doencas causadas por F. verticillioides. Por conseguinte, o
biocontrole pode ser uma ferramenta util no melhoramento da cultura, visando mitigar os danos
causados pelos fitopatdgenos, assim como a promogao de crescimento nas plantas. Para entender
melhor os mecanismos de interacdo e associa¢do do milho comercial com 0s microrganismos da
rizosfera, foi conduzido um estudo de inducdo de resisténcia para identificar o efeito contra
Fusarium verticillioides e na promocao de crescimento pelo uso da bactéria Bacillus subtilis. O
experimento foi estabelecido em campo, na Fazenda Experimental Muquem da Universidade
Federal de Lavras (UFLA), Brasil, e em casa de vegetacdo, no Departamento de Fitopatologia da
UFLA, Brasil, em periodos diferentes. Com isso, foi quantificada a capacidade de formacéao de
biofilme na raiz, 0 comprimento e peso da parte vegetativa e radicular, assim como a induc¢éo de
resisténcia e a produtividade. Essas variaveis foram testadas em cinco hibridos simples de milho
comercial (DKB390, 2B640, 2B688, BM855 e CD3770), sendo submetidos ao fatorial de
tratamento 2 x 2 (Bacillus subtilis presente ou ausente, e F. verticillioides presente ou ausente).
Os resultados indicaram que existe variabilidade entre a formacao do biofilme, confirmando a
interagdo genotipo-dependente entre os hibridos trabalhados e Bacillus subtilis. Os gen6tipos
DKB390, 2B640 e 2B688 apresentaram maior associa¢do com B. subtilis, porém a bactéria atuou
como promotor de crescimento unicamente nos hibridos DKB390 e BM855, aumentando a
producdo em 2B688. N&o se acharam evidéncias de efeitos de biocontrole por Bacillus subtilis
para o controle de F. verticillioides em campo. Por outro lado, se obtiveram melhores resultados
no tratamento com F. verticillioides, promovendo o crescimento nos hibridos DKB390, 2B6040,
2B688, BM855 e CD3770, em pelo menos uma das variaveis de crescimento aéreo e radicular.
Porém, Fusarium ndo mostrou resultados diferenciais na variavel de produgdo. Os efeitos
presenciados podem estar relacionados a fatores ambientais que condicionam o comportamento
do fungo que conjuntamente cria reagdes de crescimento na planta. J& os resultados obtidos por
Bacillus podem ser devidos a interacdo com outros microrganismos presentes na rizosfera.
Mesmo assim, mais pesquisas devem ser feitas a fim de aprofundar no entendimento da natureza
dos microrganismos e interacdo com materiais comerciais sob diversos fatores ambientais.

Palavras-chave: Zea mays, Indugéo de resisténcia, Promocao de crescimento.



RESUMEN

El maiz esta expuesto a una extensa gama de patdgenos que perjudican su calidad y productividad,
entre los més importantes se destaca el hongo Fusarium verticillioides. Este patdégeno causa la
podredumbre del tallo, espiga y contaminacion por micotoxinas, que representa un gran riesgo
para la salud de los animales y humanos. Recientemente, una aplicacion en tindem de fungicidas
con la cepa de Bacillus subtilis BIOUFLAZ fue identificada como una estrategia promisora para
controlar F. verticillioides y las enfermedades que causa. El control bioldgico puede ser una
herramienta util en el mejoramiento del cultivo, con el fin de mitigar los danos causados por los
fitopatdgenos, asi como la promocién de crecimiento en las plantas. Para entender mejor los
mecanismos de interaccion y asociacion del maiz comercial con los microorganismos de la
rizésfera, se condujo un estudio de induccion de resisténcia sistémica para identificar el efecto
contra Fusarium verticillioides y promocion de crecimiento por el uso de la bacteria Bacillus
subtilis. El experimento fue establecido una vez en campo, en la Hacienda Experimental Muguem
de la Universidad Federal de Lavras (UFLA), Brasil, y dos veces en invernadero, en el
Departamento de Fitopatologia de la UFLA, en periodos diferentes. Con eso, fue cuantificada la
capacidad de formacion de biofilm en la raiz, la longitud y peso de la parte vegetal y radicular,
asi como la induccion de resistencia y la productividad. Esas variables fueron testadas en cinco
hibridos simples de maiz comercial (DKB390, 2B640, 2B688, BM855 e CD3770), siendo
sometidos al factorial de tratamiento 2 x 2 (Bacillus subtilis presente o ausente, y Fusarium
verticillioides presente o ausente). Los resultados indicaron que existe variabilidad entre la
formacion del biofilm, confirmando a interaccion genotipo-dependiente entre los hibridos
trabajados y Bacillus subtilis. Los genotipos DKB390, 2B640 e 2B688 presentaron mayor
asociacion con B. subtilis, sin embargo, la bacteria actu6 como promotor de crecimiento
unicamente en los hibridos DKB390 y BM855, aumentando la produccion en 2B688. No se
encontraron evidencias de efectos de biocontrol por parte de B. subtilis para el control de
Fusarium verticillioides en campo. Por otro lado, se obtuvieron mejores resultados en el
tratamiento con F. verticillioides, promoviendo el crecimiento en los hibridos DKB390, 2B6040,
2B688, BM855 e CD3770, en por lo menos una de las variables de crecimiento aéreo e radicular.
Sin embargo, Fusarium no mostr6 resultados diferenciales en la variable de produccién. Los
efectos presenciados pueden estar relacionados a factores ambientales que condicionan el
comportamiento del hongo que conjuntamente crea reacciones de crecimiento en la planta. Yaen
cuanto a los resultados obtenidos por Bacillus pueden deberse a la interaccion con otros
microorganismos presentes en la rizosfera. Aun asi, mas investigaciones deben ser realizadas con
la finalidad de profundizar en la comprension de la naturaliza de los microorganismos e
interaccion con los materiales comerciales bajo diversos factores ambientales.

Palabras clave: Zea mays. Induccion de Resistencia. Promocion de crecimiento.



ABSTRACT

Corn is exposed to an extensive range of pathogens that impair its quality and productivity, among
which the most important is the fungus Fusarium verticillioides. This pathogen causes stem rot,
ear and contamination by mycotoxins, which represent a great risk to the health of the animals
and humans that consume them. Biocontrol can be a useful tool in crop improvement, aiming to
mitigate the damage caused by plant-pathogens, as well as promoting growth in plants. To better
understand the mechanisms of interaction and association between commercial corn and
rhizosphere microorganisms, a systemic induction study was conducted to identify the effect
against Fusarium verticillioides and growth promotion by using the Bacillus subtilis. The
experiment was established once in the field, at the Muguem Experimental Farm of the Federal
University of Lavras (UFLA), Brazil, and twice in a greenhouse, in the Phytopathology
Department of the Federal University of Lavras (UFLA), Brazil, at different periods. With this,
the capacity of biofilm formation in the root, the length and weight of the vegetative and root part,
as well as the biological control and productivity were quantified. These variables were tested in
five simple hybrids of commercial corn (DKB390, 2B640, 2B688, BM855 and CD3770), being
submitted to the treatment factorial 2 x 2 (Bacillus subtilis present or absent, and Fusarium
verticillioides present or absent). The results indicated that there is variability between the
formation of the biofilm, confirming the genotype-dependent interaction between the worked
hybrids and Bacillus subtilis. The genotypes DKB390, 2B640 and 2B688 showed greater
association with Bacillus subtilis, however the bacteria acted as a growth promoter only in the
hybrids DKB390 and BM855, increasing production in 2B688. No evidence of antifungal effects
by Bacillus subtilis was found for the control of Fusarium verticillioides in the field. On the other
hand, better results were obtained in the treatment with Fusarium verticillioides, promoting
growth in hybrids DKB390, 2B6040, 2B688, BM855 and CD3770, in at least one of the variables
of aerial and root growth. However, Fusarium did not show differential results in the production
variable. The effects seen may be related to environmental factors that condition the behavior of
the fungus that together creates growth reactions in the plant. The results obtained by Bacillus,
on the other hand, may be due to the interaction with other microorganisms present in the
rhizosphere. Even so, more research must be done in order to deepen the understanding of the
nature of microorganisms and interaction with commercial materials under different
environmental factors.

Keywords: Zea mays. Resistance induction. Growth promotion.
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1 INTRODUCAO

Na cultura de milho o rendimento é prejudicado pela infeccdo fangica produzida pelo
patdgeno Fusarium verticillioides. O fungo apresenta ampla diversidade de efeitos sobre o
hospedeiro, variando desde plantas assintomaticas até plantas com podriddo no caule, raiz ou
espiga, chegando a perdas totais, caso ndo se adeque o tratamento (DE LA TORRE, et al., 2014).
Adicionalmente, caracteriza-se por produzir varios tipos de micotoxinas, entre as quais desta-se as
fumonisinas, substancias de grande interesse, uma vez que diferentes estudos demostraram a
existéncia de atividade carcinogénica em humanos (IARC, 2002; BORDIN K, et al., 2014),
leucoencefalomalacia equina (ELEM) (ROSS, PF. et al., 1992), e edema pulmonar suino
(DESJARDINS, AE, et al., 1998). Aspectos alarmantes para quem manipula e consome este cereal,
sendo de vital importancia o controle do referido patogeno.

Por esse motivo é necessario o desenvolvimento de novas estratégias que se ajustem aos
atuais sistemas de producdo e demandas do mercado. Dentre as alternativas estudadas para o
manejo de F. verticillioides, vale destacar o biocontrole feito pela bactéria Bacillus subtilis. Sua
eficiéncia para a protecdo do ataque de diversos patdgenos e promocdo de crescimento ja foi
demonstrada (ZHU, J., et al., 2020). A capacidade de formacao de enddsporos, o amplo espectro
dos antibidticos, e a producéo variavel de moléculas eliciadoras que induzem resposta sistémica na

planta, sdo caracteristicas que demostram a eficiéncia da bactéria (MEDINA et al., 2017).

Neste trabalho foram utilizadas as cepas de BIOUFLAZ2, sendo demostrado que permitem
a ativacdo de mecanismos de defesa na planta por antagonismo-bioestimulagdo contra o patégeno
(GUIMARAES, R, et al., 2016). Assim mesmo, a bactéria consegue promover o crescimento,
regulando-o por meio da producédo de fitorménios e enzimas. Também promove a mineralizacdo
de nutrientes, fixacdo de nitrogénio e incremento da capacidade de absorcdo das raizes, sendo
particularmente destacavel a producdo de fitormonios e siderdforos produzidos pela bactéria em
comparacao a cepas de outras espécies (WANG et al., 2018).

Neste contexto, esta pesquisa visa avaliar o efeito de Bacillus subtilis em associagcdo com a
planta de milho, medindo a eficiéncia no controle de Fusarium verticillioides ao analisar a relagéo
na interacdo planta-patdgeno. Concomitantemente, avaliar o efeito do tratamento como promotor

de crescimento nos hibridos de milho comercial.



2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Cultura do milho (Zea mays L.)

O milho € uma das culturas mais importantes do mundo devido a grande producéo, extensao
e ampla aplicacdo na alimentacdo humana e animal, assim como na indudstria de alta tecnologia
(FAO, 2019). O milho também esta entre os trés cereais mais exportados por se adaptar facilmente
a diferentes condi¢Ges ambientais, gerar renda por meio da producgéo de gréos, e ser matéria-prima
para uma grande quantidade de produtos industriais e biocombustiveis (MARTINEZ &
FERNANDEZ, 2019; GARCIA-LARA & SERNA-SALDIVAR, 2019).

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de milho, sendo o segundo grdo mais
produzido no pais, superado apenas pela soja, fazendo com que a cadeia produtiva deste cereal
tenha elevada importancia no agroneg6cio nacional. Neste ambito, a cultura encontra-se
amplamente disseminada, tendo multiplicidade de usos na propriedade rural, contando com uma
area cultivada de 15,12 milhdes de hectares e produzindo 82 milhdes de toneladas. Portanto, € hoje
uma cultura estratégica para o pais, ao ser o terceiro maior exportador mundial deste produto (FAO,
2020).

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento do Brasil (BRASIL, 2011;
CONAB, 2020), para suprir a demanda, a producao de milho no Brasil esta projetada para crescer
2% ao ano até o ano 2021, com o aumento da area plantada em 0,3% ao ano no mesmo periodo.
Este aumento de produtividade de 2% ao ano intensifica a demanda por um melhor rendimento do
cultivo e consequentemente uma maior qualidade do grdo. Para isso, é necessario o estabelecimento
da cultura visando proporcionar condicdes ideais, que incluem temperaturas entre 25-30°C, regos
de pelo menos de 5mm por dia, e uma nutricdo ricaem P, K e N, assim como minimizar a incidéncia
de fitopatdgenos que afetam a producdo e qualidade do produto final (MCNEIL & MONTROSS,
2019).

2.3 Fusarium verticillioides como patogeno do milho

O milho em ambientes tropicais é atacado por um grande nimero de patdgenos que causam
danos econdmicos significativos. Em 2013 foi realizado um levantamento exploratério por Stumpf,

R. e colaboradores nas regies produtoras de milho no estado do Rio grande do Sul, Brasil. Os



resultados demostraram que o fungo Fusarium verticillioides foi a espécie dominante (76%) dos
isolados obtidos. Este patdgeno causa a podriddo rosada da espiga e gréos, além da podridao em
raiz e colmo, que prejudica significativamente a produtividade do milho na grande maioria dos
plantios em todo o mundo (BUTRON et al., 2015).

As interacOes bioldgicas entre a planta do milho e F. verticillioides sdo complexas. A
colonizag&o do fungo pode acontecer de forma sintomatica e assintomatica, ndo sendo confirmadas
as razdes que causam esta variacdo (FREIRE E SANT’ANA, 2018).

Figura 1. Carateristicas morfoldgicas de Fusarium verticillioides a) em BDA, b) microconidios
em cadeias e aglomerados, e ¢) microconidios formados a partir de monofialideos.

Fonte: (PASCUAL et al., 2016)

Entre as principais variaveis ambientais que determinam a extensdo da invasao do patdégeno
estdo a disponibilidade de agua e temperatura elevadas, sendo aspectos fundamentais no
desenvolvimento do fungo. Diversos autores determinaram que a temperatura ideal para o
surgimento da doenca pode variar entre 25 e 30°C. Enquanto a esporulacdo é favorecida pela
temperatura e luminosidade, com faixa ideal entre 20 e 25 ° C e 12 horas claro / escuro,
respectivamente, por estas caracteristicas, de presenca mais comum em regides com clima quente
e seco (VELLUTI et al., 2000; BERND, 2010; SANTIAGO, 2015).

2.3.1 Epidemiologia e etiologia

A infeccéo causada por F. verticillioides pode utilizar trés vias de entrada na planta (Figural):
crescimento sistémico por colonizacdo de sementes, raizes, caule ou folha; infeccdo transmitida
pelo ar ou por respingos de chuva, por macroconidios e microconidios produzidos em residuos de
colheita que colonizam através das sedas ou feridas causadas por insetos; e insetos como vetores
de conidios. Dentre essas vias, 0 crescimento sisttmico a partir de sementes contaminadas
consegue contaminar diferentes tecidos, causando danos ao longo do ciclo de vida da cultura
(WILKE et al., 2007; PORTES-RAMOS, et al., 2014).



Figura 2. Ciclo de vida e vias de infeccdo de Fusarium verticillioides no agroecossistema de
cultivo de milho.
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A infeccdo sistémica ocorre durante a germinagdo da semente, quando o fungo penetra
diretamente no pericarpo e células da epiderme da raiz ap6s trés dias da inoculacdo. Dependendo
da guantidade de in6culo e fatores ambientais, as raizes e 0 mesocotilo sdo colonizados e podem
apresentar sintomas de apodrecimento ap6s 25 e 30 dias. No caule, ndo ha muitas hifas e, portanto,
a infeccdo pode ocorrer de forma assintomatica em alguns tecidos (TINOCO, 2010; HERNANDEZ
M., etal., 2014).

Quanto a infec¢do em grdo através do estigma, acontece quando o inoculo e os conidios
transportados pela dgua da chuva ou pelo ar sdo depositados no estigma, facilitando o acesso as
células do pericarpo. Em seguida, a hifa fngica cresce na superficie da cuticula para acessar ao
gréo, através da parte inferior do canal, mesmo na auséncia de lesdes mecénicas. Apos a invaséo,
geralmente, apenas uma peguena porcentagem dos graos infectados se torna sintomatica (YATES
etal., 2005; HERNANDEZ M., et al., 2014).

Mesmo que os grdos sejam colonizados pelo patdgeno, varias pesquisas demonstraram que
esse fungo néo afeta a germinacao das sementes. No entanto, dificulta o correto desenvolvimento

ao causar deterioracdo apds o surgimento das primeiras estruturas vegetativas, afetando o



crescimento radicular da plantula (Figura 2) (MORAES et al., 2003, CAPPELINI et al., 2005;
HERNANDEZ M., et al., 2014).
Figura 3. Infeccdo em gréo por cepas de Fusarium verticillioides. a) Semente de milho saudavel;

b) semente infectada por Fusarium verticillioides; ¢) mudas de 5 dias infectadas com F.
verticillioides; d) raizes afetadas pela infeccao.

Fonte: (GAI X, et al., 2018).

Além da sua capacidade destrutiva, Fusarium verticillioides ganha importancia ao ter
potencial toxicogénico, conseguindo produzir diversos tipos de micotoxinas. Mais de 28 compostos
analogos foram identificados como fumonisinas (DOMIJAN, A.M., 2012). Esses compostos tém
sido encontrados em altas porcentagens nas culturas destinadas a alimentacéo, sendo as fumonisinas
as mais prevalentes em alimentos feitos com milho (DEEPA, 2016).

As fumonisinas fazem parte do grupo de micotoxinas de controle fundamental, j& que se
demonstrou em diversos estudos que a ocorréncia deste composto consegue causar
leucoencefalomalacia em equinos (ROSS, PF. et al.,, 1992), edema pulmonar em suinos
(DESJARDINS, AE, et al., 1998), e cancer hepatico em roedores (DESJARDINS, AE, 2006). Além
disso, estdo estreitamente associados com a ocorréncia de cancer de esdfago e defeitos do tubo
neural em humanos (IARC, 2002; AFSSA, 2009; REDDY & SALLEH, 2011; ALBORCH et al.,
2012; BORDIN K, et al., 2014).

2.4 Controle bioldgico de fitopatogenos

No desenvolvimento da producao de alimentos livres de residuos agroquimicos, aumentou-
se a busca de alternativas para o controle de pragas e doencas. O uso de microrganismos ou seus

metabolitos para o controle de patdgenos na agricultura tem sido amplamente estudado e



desenvolvido para reduzir os efeitos sobre as plantas. Desta forma, o potencial do ambiente natural
aplicado a agricultura tem tido um impacto positivo para a producdo das culturas (SERRANO E
GALINDO, 2007; SOUZA et al. 2015).

O controle bioldgico, com utilizacdo de microrganismos antagonistas a fitopatdgenos, tem
sido bastante promissor em fungdo da sua eficéacia, acessibilidade econdmica e auséncia de efeitos
adversos a natureza, a0 homem e animais (FARACE et al., 2015; PARK et al., 2016; WU et al.,
2018).

Os microrganismos mais utilizados no controle biolégico de doencas pertencem aos
géneros Streptomyces, Coniothyrium, Candida, Gliocladium, Pseudomonas, Agrobacterium,
Trichoderma e Bacillus (AHEMAD & KIBRET 2014 ). Este ultimo vem sendo amplamente
aplicado nos agrossistemas, em funcéo de sua acdo antimicrobiana, assim como a associacao com
a planta hospedeira. Por conseguinte, as cepas deste género sdo amplamente utilizadas no setor
agricola como método de controle de doencas, assim como inducdo de crescimento das plantas
tratadas (LAYTON etal., 2011; WU et al., 2018).

2.4.1 Bacillus subtilis

O género Bacillus pertence ao reino Monera, Filo Firmicutes, classe Bacilli, ordem
Bacillales e familia Bacillaceae (MAUGHAN E VAN DER AUWERA, 2011). Sdo bactérias gram
positivas de rapido crescimento, aerobias obrigatorias ou facultativas, com capacidade de formacao
de enddsporos, uma estrutura dormente e extremadamente resistente aos fatores fisico-quimicos.
Estas estruturas conferem grande adaptabilidade a condi¢cdes ambientais adversas, principalmente
as variacbes de temperatura, pH e atividade de agua (TEJERA-HERNANDEZ et al., 2011). Os
enddsporos podem permanecer viaveis no meio ambiente até que as condicBes estejam favoraveis
para iniciar os seus processos metabdlicos (ERRIGTON, 2003). Por conseguinte, a 6tima formacao
de endosporos como estruturas de resisténcia desempenha um papel determinante no
desenvolvimento, colonizagdo e fungdo da bactéria, estimulando sua associagdo com a planta
hospedeira (TEJERA-HERNANDEZ et al., 2011).

Uma das espécies mais estudadas do género é Bacillus subtilis, com 4 a 5% de seu genoma
dedicado a sintese de antibioticos, tendo o potencial de produzir mais de duas dizias de compostos
antimicrobianos estruturalmente diversos (STEIN, 2005; FAN, 2017). Essa diversidade metabdlica
estd associada a promocao de crescimento nas plantas e acdo antimicrobiana. Também é relatada a

interacdo com a planta que permite a melhor captacdo de nutrientes na rizosfera, ajudando no
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positivo desenvolvimento da planta, que junto com a capacidade de sobrevivéncia, que Ihe confere
habilidade competitiva, se converte em um potencial agente de biocontrole (JAYAKUMAR et al.,
2020).

2.4.2 Mecanismos de acao

A bactéria apresenta multiplos mecanismos de agdo associados a interacdo com a planta
hospedeira, ao patdgeno e ao ambiente, sendo aspectos decisivos no controle bioldgico. Os estudos
sobre a capacidade antagbnica de Bacillus contra diversos fitopatogenos, foram iniciados pela
descoberta da atividade inseticida das proteinas Cry produzidas por B. thuringiensis.
Consequentemente, diversas espécies do género Bacillus, entre elas B. subtilis, sdo amplamente
estudadas como bioestimulante e controladores de doencas de importancia agronémica
(ERRIGTON, 2003; STADNIK et al., 2018).

Entre as principais formas em que essas cepas impedem o estabelecimento e
desenvolvimento de organismos fitopatogénicos, se acham o0s mecanismos de excrecdo de
antibioticos. Entre esses mecanismos estdo os lipopeptideos ciclicos ndo-ribossémicos, sendo 0s
mais estudados, induzindo resisténcia sistémica na planta (IRS) (LAYTON et al., 2011; TEJERA-
HERNANDEZ et al., 2011).

Os compostos das familias dos iturins, fengicinas e surfactinas presentes em B. subtilis,
fizeram parte de diferentes pesquisas quanto a sua atividade antibacteriana e antifungica (MEENA
E KANWAR, 2015; FAN, 2017). A atividade antimicrobiana ocorre pela interacdo com a
membrana citoplasmatica de células bacterianas ou fungicas, que degradam a parede da célula por
hidrélise, inibindo assim o crescimento de microrganismos fitopatogénicos, causando a formacgéo
de poros e um desequilibrio osmotico, que desencadeia a morte celular (GONG et al., 2006; FAN,
2017).

Além dos mecanismos associados a acdao antimicrobiana, a bactéria tem a faculdade de
promover o crescimento das plantas por meio de mecanismos diretos e indiretos (GLICK, 2012)
(Figura 4). Os mecanismos diretos estdo relacionados & produgdo de compostos capazes de
estimular o crescimento vegetativo ou mesmo facilitando a disponibilidade e absorcdo dos
nutrientes (SIDDIQUI et al., 2006; GLICK 2012; PRASHAR et al., 2013). Nesse processo podem
participar diversos tipos de fitohormonios, como as auxinas ou citocininas, compostos organicos
volateis e inclusive a producdo de compostos na planta que reforcem a imunidade vegetal como o

acido jasménico, acido salicilico e fitoalexinas (AHMAD et al., 2008). Ja os mecanismos indiretos



estdo enlacados ao biocontrole que protege da degradacdo dos solos contaminados. Para esses
mecanismos, estdo envolvidas a producdo de sideréforos, compostos antimicrobianos e resisténcia
sistémica induzida (SIDDIQUI et al., 2006).

Figura 4. Mecanismos diretos e indiretos da estimulagdo do crescimento vegetal e controle
biolégico da bateria Bacillus subtilis, a) lipopeptideos, b) sideroforos, ¢) enzimas
liticas, d) endotoxinas, €) inducéo sistémica ISR.
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Fonte: (DELGADO, M. et al., 2018).

2.5 Resposta sistemética induzida

O controle eficiente de doencas por agentes bioldgicos requer que eles sejam capazes de se
estabelecerem e interagirem com sua planta hospedeira (PEREZ-GARCIA et al., 2011). Assim,
além da antibiose, os lipopeptideos influenciam no estabelecimento de Bacillus através da
regulacao de processos celulares como a formacéo de biofilmes (CHOUDHARY E JHORI, 2009).
O biofilme é formado por col6nias de uma ou varias espécies de células microbianas aderidas as
superficies bidticas ou abioticas em contato umas com as outras. Estas células estdo encapsuladas
em uma matriz de substancias poliméricas extracelulares (EPS) autoproduzidas, compostas por
exopolisacarideos e proteina, formando fibrilas porosas que permitem a passagem de nutrientes e
saida de residuos (RAMEY et al., 2004). A formacao dos biofilmes envolve quatro etapas: adeséo,
colonizacao, maturagéo e dispersdo. As duas primeiras sdo vitais no estabelecimento e formacao
da estrutura, dependendo do processo quorum sensing. Este mecanismo esta baseado na producéo
de moléculas sinal (no caso das bactérias gram positivas ao qual pertence Bacillus subtilis, sdo o0s
peptideos), precisando de uma quantidade certa para ser detectada, estando intimamente ligada a

quantidade de células do organismo no meio estabelecido (ANAND et al., 2012).



Figura 5. Biofilme formado por coldnias de Bacillus subtilis em raiz de milho.
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Fonte: Do Autor (2020)

Com a interacdo planta-microrganismo se ativa uma série de mecanismos que geram
resisténcia sisttémica induzida (ISR), ativado por sinais quimicos (eliciadores) gerados pelos
microrganismos benéficos (PEREZ-MONTANO et al., 2014). Gragas as cepas, culturas de
importancia agricola conseguem se proteger por meio do efeito da resposta sisttmica. Entre os
microrganismos mais utilizados na agricultura orgénica para efetuar este processo destaca-se
Bacillus subtilis (CHOUDHARY e WANG et al., 2014; AKRAM et al., 2016).

B. subtilis produz uma ampla variedade de moléculas eliciadoras que induzem uma resposta
sistémica em plantas, incluindo os lipopeptideos (CHOWDHURY et al., 2015), fitorménios (RYU
et al., 2003), e compostos volateis (KIM et al., 2015). Esses ultimos, ativam 0s genes PR, que
protegem contra a invasdo de patdgenos. Além desses genes, a bactéria ativa outros mecanismos
de protecdo nas plantas, que incluem alteracfes estruturais na parede celular através do acimulo
de lignina (SINGH et al., 2016), ou producdo de metabdlitos secundarios como flavonoides,

fitoalexinas, auxinas ou glucosinolatos em geral (PRETALI et al., 2016).

2.6 BIOUFLA2

Bacillus subtilis cepa BIOUFLA2 é oriundo do Departamento de Fitopatologia da
Universidade Federal de Lavras, preservado em solucao de peptona-glicerol, -20°C. As cepas foram
obtidas na triagem de solo e a sua caracterizacao filogenética foi realizada por anélise da sequéncia
do gene 16S rRNA. O DNA gendmico foi isolado de uma colénia pura (GUIMARAES, R.A, et
al., 2020).
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Diversos estudos ja foram realizados para testar a eficiéncia das suas cepas. Recentemente,
uma aplicacdo em tandem de fungicidas com acepa de Bacillus subtilis BIOUFLA2 foi
identificada como uma estratégia promissora para controlar doencas causadas por F. verticillioides
(GUIMARAES, R.A, et al., 2020). Os testes foram voltados para a aplicacéo foliar e foi confirmada
a reducdo da colonizagéo de grdos por F. verticillioides, mas ainda ndo foi avaliado o potencial

dessa bactéria para o tratamento de sementes.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Local

O experimento foi realizado uma vez em campo, no periodo de novembro de 2019 até abril
de 2020, na Fazenda Experimental Muquem da Universidade Federal de Lavras (UFLA), situada
a 951 metros de altitude, 21°12’ latitude sul e 45°59° de longitude oeste. Em casa de vegetacéo, o
experimento foi realizado duas vezes, em periodos diferentes, sendo o primeiro em novembro de
2019, quando a temperatura oscilou entre 20 e 33 ° C (Figura 6). E o segundo experimento em
fevereiro do ano 2020, com temperatura entre 18 e 30 © C (Figura 7), periodo que apresentou
maiores variacdes na temperatura. Os dois experimentos foram implantados no Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras - UFLA, localizado em Aguenta Sol, municipio
de Lavras, Regido Sul de Minas Gerais (910 metros de altitude, latitude de 21°14” sul e longitude
de 45°00 oeste).

Figura 6. Registro térmico da regido de Lavras para 0 més de novembro de 2019.
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Figura 7. Registro térmico da regido de Lavras para o més de fevereiro de 2020.
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Fonte: AccuWeather.

Para determinar cada fator, foram utilizados cinco hibridos simples de milho comercial
(DKB390, 2B640, 2B688, BM855 e CD3770), apresentados na tabela 1.

Tabela 1. Hibridos simples de milho comercial do Programa de Melhoramento de Milho - UFLA.
DBI — UFLA, Lavras, Brasil. 2020.

HIBRIDO | EMPRESA DESCRICAO
DKB390 DEKALB | Ciclo precoce, com uma altura de planta de 2,30m, tipo de grédo
semiduro
2B640PW Dow Ciclo precoce, grédo semiduro, com uma altura da planta de 2,40m
2B688PW Dow Ciclo precoce, com estabilidade produtiva, potencial produtivo,
qualidade de colmo e qualidade bromatoldgica da silagem
BM855 Biomatrix | Ciclo precoce, com uma altura de 2,30m
CD3770PW Dow Gréo semiduro, com uma altura da planta de 2,04m

Fonte: Do Autor (2020).
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As sementes foram submetidas ao teste de germinacdo, mostrando que todos os hibridos

apresentaram germinagao superior a 92%.

3.3 Material bioldgico

Foram utilizados dois microrganismos, Bacillus subtilis e Fusarium verticillioides. Para a
inducdo de resisténcia e promocgdo de crescimento, utilizou-se isolado BIOUFLA 2 de Bacillus
subtilis, oriundo do Laboratério de controle biolégico do Departamento de Fitopatologia da
Universidade Federal de Lavras — UFLA. Para as inocula¢des foi utilizado o patdgeno Fusarium
verticillioides (inoculo da Colecdo Micoldgica de Lavras (CML) F425, obtido da colecdo do

Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras — UFLA).
3.4 Conducéo e avaliacédo do experimento

3.4.1 Quantificacdo do biofilme

O bioensaio para avaliar o potencial das cepas de BIOUFLA 2 em criar biofilme com os
diferentes hibridos, foi conduzido de forma in vitro. Foram implementadas quatro repeticdes e uma
testemunha (sem indculo) para cada gendtipo. Para os tratamentos, foi inoculado 1mL de solucéo
com uma concentragio de 1X10® UFC/mL de Bacillus subtilis (concentracdo ajustada em
espectrofotdbmetro com ODs7o nm para absorbancia 0,7) nas raizes dos hibridos com uma semana
de crescimento em tubos falcon com meio de cultura (15¢/L de agar e agua destilada). Na
sequéncia, as amostras foram submetidas a uma temperatura de 25°C, por uma semana em BOD.
Transcorrido esse periodo, as raizes foram separadas das plantulas para a remocao do biofilme,
sendo submergidas em 25mL de solucdo salina 0,25% com agitacdo constante por 3 minutos.
Posteriormente, as parcelas experimentais foram levadas a cuba de ultrassom (sem aguecimento)
por 2 minutos a fim de facilitar o desprendimento das células. Logo em seguida, fez-se a secagem
das raizes a temperatura ambiente por 15 minutos, sendo finalmente pesadas.

Para a quantificacdo do biofilme foi seguido método de quantificagdo por diluicdo por
micro gota (10 pL/gota, 8 dilui¢Ges, 2 gotas por diluicdo) em placa dividida (4 divis6es/placa), com
meio AN (STRAHSBURGER, E., et al., 2016). Apo6s 3 dias em BOD (25°), foram contadas as
células formadoras de coldnias obtidas na extracdo do biofilme por grama de raiz crescida em

condicao axénica, sendo considerada a diluigdo 10° para todas as amostras.
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Figura 8. a. Remocéo do biofilme com solucéo salina (0,25%). b. Cuba de ultrassom com as raizes
para o desprendimento do biofilme. c. Método de quantificacdo por diluicdo com micro
gota, mostrando as primeiras quatro diluigdes.

Fonte: Do autor (2020).

3.4.2 Tratamento de sementes com Bacillus subtilis

Para o tratamento de sementes, foi necessario reativar a bactéria contida no produto
BIOUFLA 2, o qual contém, além do Bacillus subtilis, peptona e glicerol para sua conservacéo.
Também foi necessaria a desinfeccdo das sementes, sendo tratadas com uma solucéao de hipoclorito
de s6dio comercial (Qboa, industrias Anhembi, Brasil) a 1% por 2 minutos, em repouso. A solugéo
foi retirada com trés lavagens com agua destilada estéril (REYES et al., 2008).

Para 0 experimento em casa de vegetacdo o tratamento das sementes foi feito apds a
semeadura, adicionando 1 mL da solucéo anteriormente descrita, aplicada justo acima da semente,
enguanto que para o experimento em campo, o tratamento das sementes foi realizado duas horas
prévias a semeadura, sendo aplicados 800 mL da solucdo por cada 100 kg de semente.

Figura 9. a. Transplante em copos de plantulas tratadas e ndo tratadas com Bacillus subtilis para o
experimento em casa de vegetacdo. b. Semeadura de sementes tratadas e ndo tratadas
com Bacillus subtilis para o experimento em campo.
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Fonte: Do Autor (2020).
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3.4.3 Inoculagdo do patdgeno Fusarium verticillioides

Para a utilizacdo do inoculo foi necessaria a reativacao do fungo contido em meio de cultura
malte (EM). Para isso, foram transferidos discos de micélio com 5mm de didametro para placas
contendo BDA (batata, &gar e dextrose) por duas semanas para producdo massal de conidios, sendo
incubadas em BOD sob fotoperiodo de 12 horas, a 27 ° C de temperatura. Concluido esse periodo,
foi quantificada a producdo de conidios. Para esta avaliacdo foram adicionados 20 mL de &gua
destilada esterilizada sobre a superficie da coldnia, removendo o crescimento fingico com o auxilio
de uma espatula esterilizada. A suspensao obtida foi filtrada através de gaze de camada dupla
esterilizada.

A quantificacdo da concentragdo de conidios na solugdo resultante foi calculada com a
ajuda da camara de Neubauer. Para isso, se aplicou uma gota de 20 pL na base da canaleta,
considerando a meédia ponderada entre o numero observado nas camaras superior e inferior,
obtendo assim a concentragdo e volume necessarios para a inoculacao, utilizando a expresséo:

CixVi=Cfx Vf

Onde:

Ci = Concentracdo inicial (média do nimero de conidios contados);
Vi = Volume inicial (volume do in6culo obtido para dilui¢do);

Cf = Concentracdo Final (concentracdo do in6culo a ser aplicada);
Vf = Volume final (quantidade de indculo a ser utilizada);

O processo de inoculacdo do patogeno nos diferentes hibridos foi realizado da mesma forma
na casa de vegetacdo como em campo, fazendo o processo duas semanas ap6s a germinagdo, na
base do caule, realizando uma pun¢do com um palito de madeira previamente submergido na

solugdo com Fusarium verticillioides.
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Figura 10. a. Discos do micélio com 5 mm de diametro, transferidos para Placas de Petri contendo
BDA. b. Inoculagédo por puncéo no caule de plantulas de duas semanas de crescimento.

Fonte: Do Autor (2020).

3.4.4 Avaliacéo do efeito de Bacillus subtilis

Para a avaliacdo do efeito da bactéria, o experimento foi realizado duas vezes em casa de
vegetacao e uma vez em campo. Em casa de vegetacédo, o primeiro experimento, foi conduzido em
novembro do ano de 2019, e o segundo em fevereiro do ano de 2020. Paralelamente, foi realizado
0 experimento em campo, com a semeadura em novembro de 2019 e a colheita em abril de 2020,
apenas com aplicagdes de herbicidas.

Os dois experimentos conduzidos em casa de vegetacdo tiveram como tratamentos a
aplicacdo s6 de Bacillus (CB SF), s6 de Fusarium (SB CF), ambos 0s microrganismos (CB CF),
além da testemunha (SB SF) para cada gendtipo. A germinacao foi realizada em recipientes Gerbox
com areia, mantendo uma umidade constante (25 mL/dia) e temperatura de 25 ° C por um periodo
de cinco dias em camara de germinacdo, tempo suficiente para o desenvolvimento da radicula,
chegando a 1 cm de comprimento. Apos esse periodo as sementes germinadas foram transferidas
para copos de 500 mL de areia, sendo seguidamente adicionado 1 mL da solugdo previamente
descrita de B. subtilis sobre cada semente, e 1 mL de agua destilada nas testemunhas, finalmente
transportados para a casa de vegetacao.

Transcorrida uma semana foi feita a infeccdo por F. verticillioides na base do caule e ap0s
trés semanas foram feitas as medicGes. Para as avaliacdes das caracteristicas em casa de vegetacéo,
o0 desenvolvimento do caule e da raiz foi analisado com base no seu comprimento (centimetros) e

peso de massa seca (gramas). No segundo experimento, acrescentou-se a variavel volume da raiz,
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para a qual utilizou-se de um tubo de ensaio com agua (cm?®), registrando a variagio do nivel
produzida pela raiz.

Figura 11. Distribuico inteiramente casualizada das plantas estabelecidas no experimento em casa
de vegetacéo.

Fonte: Do Autor (2020).

Para os tratamentos do experimento em campo foi feita uma divisdo em duas etapas.
Primeiramente, analisou-se o comportamento dos hibridos em relagdo a Bacillus subtilis,
contrastando as plantas tratadas com as ndo tratadas. Para isso, o tratamento das sementes foi feito
previamente a semeadura, aplicando-se 8 mL de solugdo a uma concentracdo de 1 x 10® de UFC
por kg de semente a se tratar. Em seguida, foram semeadas diretamente no solo, juntamente com
as sementes ndo tratadas. Para o estabelecimento das plantas em campo seguiu-se o delineamento
em blocos casualizados, e o sorteio dos tratamentos foi realizado pelo programa GENES. Tendo
um total de dez tratamentos com quatro blocos, cada parcela com quatro linhas de cinco metros de
comprimento com uma separagdo de meio metro entre elas. Apds uma semana foram avaliados o
comprimento e peso da parte aérea, em que se tomaram quatro plantas de cada parcela dos

diferentes blocos.
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Figura 12. Sorteio dos 10 tratamentos em 4 blocos no campo, seguindo o modelo DBC
(Distribuicdo Blocos Casualizados) e numeracao das duas etapas.

7 5 2 8 1
Bl
6 4 3 9 10
10 8 5 6 9
B2
3 2 1 7 4
7 4 9 2 5
B3
1 10 8 6 3
1 9 10 8 3
B4
6 7 4 2 5
Primeira etapa Segunda etapa
1 | 2B640 sem Bacillus subtilis sem Fusarium verticillioides 1 | 2B640 sem Bacillus subtilis com Fusarium verticillioides
2 | 2B688 sem Bacillus subtilis sem Fusarium verticillioides 2 | 2B688 sem Bacillus subtilis com Fusarium verticillioides
3 | CD3770 sem Bacillus subtilis sem Fusarium verticillioides 3 | CD3770 sem Bacillus subtilis com Fusarium verticillioides
4 | BM855 sem Bacillus subtilis sem Fusarium verticillioides 4 | BMB855 sem Bacillus subtilis com Fusarium verticillioides
5 | DKB390 sem Bacillus subtilis sem Fusarium verticillioides 5 | DKB390 sem Bacillus subtilis com Fusarium verticillioides
6 2B640 com Bacillus subtilis sem Fusarium verticillioides 6 2B640 com Bacillus subtilis com Fusarium verticillioides
7 | 2B688 com Bacillus subtilis sem Fusarium verticillioides 7 | 2B688 com Bacillus subtilis com Fusarium verticillioides
8 | CD3770 com Bacillus subtilis sem Fusarium verticillioides 8 | CD3770 com Bacillus subtilis com Fusarium verticillioides
9 | BM855 com Bacillus subtilis sem Fusarium verticillioides 9 | BM855 com Bacillus subtilis com Fusarium verticillioides
10 | DKB390 com Bacillus subtilis sem Fusarium verticillioides 10 | DKB390 com Bacillus subtilis com Fusarium verticillioides

Fuente: Do Autor (2020).

Para a segunda etapa do experimento em campo, logo depois de serem colhidos os dados
de comprimento e peso da parte aérea das plantas, foram infectadas com F. verticillioides o restante
das plantas, tendo assim dois tratamentos para cada hibrido, “com B. subtilis e com F.
verticillioides (CB CF) e “sem B. subtilis e com F. verticillioides (SB CF) ”. Transcorridos quatro
meses, com a ajuda da trilhadeira, foi feita a colheita do grdo em que paralelamente avaliou-se a
podriddo de colmo. Para esse processo foram testadas ao acaso 10 plantas por parcela, levando para

o laboratério aquelas que apresentavam sintomas, sendo colocadas em cédmara Umida para
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promover o crescimento de microrganismos na amostra, e assim identificar o patdégeno por
diferenciacéo estrutural.

Finalmente, a produtividade foi calculada pelo numero e peso dos gréos, sendo que, para o
numero de grdos trabalhou-se com a média da quantidade de gréos de quatro espigas colhidas das
duas linhas centrais de cada parcela. Para o peso dos gréos, foi coletado o resto das espigas das
duas linhas centrais de cada parcela, calculando o peso e a umidade, fazendo o ajuste para 13% de

umidade como padréo.
3.5. Analise estatistica

O processamento dos dados foi executado no programa aplicativo computacional GENES,
com o qual se fez a analise de variancia fatorial de 2x2, comparacdo entre medias (Scott e Knott)
e correlacdo.

A andlise de variancia foi feita seguindo o modelo de blocos ao acaso para o experimento
em campo e o modelo inteiramente casualisado para os dois experimentos feitos na casa de
vegetacdo. Essa analise € importante, para que se possa avaliar a existéncia de variabilidade entre
os tratamentos de cada geno6tipo estudado, e assim mesmo a precisdo relativa de cada experimento
(Cruz, 2001). A andlise de variancia fatorial simples 2x2 foi feita considerando os efeitos dos
gendtipos e 0 ambiente como aleatério. O modelo empregado foi:

m + Gi + Aj + GAIj + Eijk

onde:

m: média geral;

Gi: efeito do tratamento i, seja ele (SB SF, SB CF, CB SF, CB CF)

Aj: efeito do j-ésimo ambiente;

GA.ij: efeito da interacdo do i-esirno gendtipo com o j-ésirno ambiente;

Eijk: erro experimental associado a observagéo.

A comparagéo entre medias realizada pelo teste de Scott-Knott, um nivel de significancia
de 5%, facilitando a interpretacdo dos resultados. Por Gltimo, a correlagao entre variaveis foi feita
para testar a relacdo entre os sintomas de podriddo de colmo causado pelos diferentes patogenos.
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4 RESULTADOS

A interacdo entre Bacillus subtilis e a planta de milho foi medida a partir do biofilme,
quantificando as células formadoras de col6nias por grama de raiz (UFC/g), sendo considerada a
diluicio 10° para todas as amostras. Os resultados mostraram que todos os hibridos testados
apresentaram colonizacdo, embora a mesma foi significativamente varidvel (p<0,05), em que
DKB390 foi o hibrido que mais afinidade teve com a bactéria, enquanto CD3770 foi o hibrido que
apresentou menos UFC por grama de raiz (Tabela 2).

Tabela 2. Classificacdo de maior a menor numero de UFC de Bacillus subtilis por grama de raiz
em cada genotipo de milho comercial.

HIBRIDOS UFCl/g
DKB390 38a
2B640 36 a
2B688 24.b
BM855 10¢
CD3770 3¢

Fonte: Do Autor (2020).

Nos dados coletados no primeiro periodo (experimento 1), na variavel comprimento da
parte aérea, todos os hibridos tratados com Bacillus subtilis apresentaram um aumento significativo
qguando comparados com a testemunha (Tabela 3, em vermelho). Quando foram contrastadas as
amostras infectadas com Fusarium verticillioides e a testemunha, evidenciou-se um aumento
significativo nas amostras infectadas nos hibridos DKB390, 2B640 e BM855 (Tabela 3, sinalado
em roxo). Tendo a mesma participacdo ao ser contrastadas as amostras tratadas com B. subtilis e
as amostras infectadas e tratadas com B. subtilis, tendo um comprimento da parte aérea maior as
plantas com a presenca do fungo. J& para comprimento radicular houve um aumento significativo
nas amostras infectadas com o fungo ao ser comparadas com a testemunha nos hibridos DKB390,
2B640, 2B688 e CD3770 (Tabela 3, em roxo). Quando as amostras tratadas com B. subtilis foram
contrastadas com as plantas tratadas e infectadas com o fungo, observou-se um aumento
significativo do comprimento radicular na presenca do fungo nos hibridos DKB390 e BM855
(Tabela 3, em roxo). Para finalizar, foram encontradas diferencas significativas no peso da parte

aérea no hibrido CD3770 ap0s tratamento com F. verticillioides ao ser comparadas com as
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testemunhas. E quanto ao peso radicular, o hibrido 2B688 apresentou um aumento significativo
nas plantas infectadas com o fungo quando comparados com a testemunha (Tabela 3, em roxo).

Em campo, os dados de comprimento e peso da parte aérea da planta, assim como a
densidade, ndo teve efeito significativo. Observou-se um comportamento homogéneo entre 0s

hibridos, sem sinais de efeito diferencial da bactéria nesta etapa da planta em condi¢fes em campo.
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Tabela 3. Média da reacdo dos hibridos simples de milho comercial com os tratamentos nas diferentes variaveis avaliadas no primeiro

experimento em casa de vegetacdo no Departamento de Fitopatologia — UFLA, Lavras, Brasil. 2020.

EXPERIMENTO 1

COMP (A) COMP (R) PESO(A) PESO(R)
RAT. EOMD03 [ kB300 2B640 2B688 BMSSs CD3770|DKB300 2B640 2B688 BM85S CD3770 |DKB300 2B640 2B688 BMSSS CD3770|DKB300 2B640 2B688 BMSSS CD3770
SF |18.25Ab 21.75Ab[21.75Aa [18.18Ab| 19.75A2 [35.38Bb 20.08Bb 34.75Bb|31.88Ba[42.63Ab|| 03342 033Aa 031Aa 034Aa|037Ab|| 0.60Aa 043Aa [0.62Ab| 089Aa 0694a
* CF  |24.004a 27.374a[25.15Aa | 2642 |22.634a) 52.75Aa 41.50Ba 46.624a[37.63Ba|53.63Aa|| 0.36Ba 033Ba 033Ba 0424a|047Aa|| 06842 06242 [1.024a| 06582 0.864a
SF [[19.12Bb 24.05Ab|24.08Aa [20.75Bb |20.25Ba [ 38.50Ab| 30.75Aa 375044 30.13Bb|41.1342 | 02042 03242 032Aa 031Aa 038Aa| 048Ba 057Ba 074A2 0792 0597Aa
“ CF |23.63Ba 28.25Aa[2633Aa [25.00Aa |21.00Ba [[48.254a| 40.084a 400844 39.004a( 452542 | 03442 0.384a 039Aa 035Aa 038Aa| 055Aa 070Aa 086Aa 060Aa 0.76Aa
SB  [18.25Db 22.45Ab 21.75Bb 18.17Db 19.75Ch|| 35.36Ba 29.08Ca 34.75Ba 31.88Ca 4263Aa| 033Aa 0.33Aa 031Aa 034Aa 037Aa| 060Aa 043Aa 062Aa 089Aa 0.69Aa

SF
CB [[19.13Da 240542 2408Aa 2075Ba 2025Cal 38.50Aa 30.75Ba 37.50Aa 30.13Aa 41.13Aa | 0.20Aa 032Aa 032Aa 031Aa 038Aa| 04842 057Aa 074A2 0792 097Aa
SB  [24.004a 273842 25.15Aa 26.00Aa 22.63Aa| 527542 41.50Ba 46.63Aa 37.63Ba 53.63Aa| 036Ba 033Ba 033Ba 04242 047Aa| 068Ba 062Ba 10242 065Ba  0.86Aa
CF CB |23.63Ba 28.25Aa 2633Aa 25.00Aa 21.00Ba|48.25Aa 40.38Aa 40.08Aa 30.00Aa 4525Aa | 034Aa 038Aa 039Aa 035Aa 038Aa| 055Aa 070Aa 086Aa 060Aa 0.76Aa

SBE: Sem Bacillus subtilis CB:

Com Bacillus subtilis SF: Sem Fusarium verticillioides CF: Com Fusarium verticillioides

Medias seguidas pelas mesmas letras marisculas na HORIZONTAL nio diferem estatisticamente entre s1_

Meédias seguidas pelas mesmas letras mindsculas na VERTICAL ndo diferem estatisticamerntte entre s1.

Fonte: Do Autor (2020).
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No segundo periodo (experimento 2), foi acrescentada a variavel volume radicular. Os
dados coletados nesse periodo apresentaram relagGes significativas na maioria das variveis.

Comecando pela variavel comprimento da parte aérea, encontramos relagdes
estatisticamente significativas no hibrido BM855, apresentando um aumento nas amostras tratadas
quando comparadas com as plantas com B. subtilis e F. verticillioides. Na mesma variavel, o
hibrido DKB390 também apresentou um aumento significativo no tratamento com B. subtilis ao
ser comparado com a testemunha (Tabela 4, sinalado em vermelho). Para a variavel comprimento
radicular encontrou-se um incremento significativo no hibrido BM855 para as amostras infectadas
ao ser contrastadas com a testemunha. De igual forma para o hibrido DKB390, observou-se um
aumento significativo nas plantas infectadas e tratadas com B. subtilis ao serem comparadas com
amostras tratadas s6 com B. subtilis (Tabela 4, em roxo). Em relacdo ao peso da parte aérea,
resultou que os hibridos DKB390, 2B688 e BM855, apresentaram um aumento estatisticamente
significativo no tratamento com B. subtilis ao serem contrastados com as amostras tratadas e
infectadas com F. verticillioides (Tabela 4, em vermelho). Na mesma varidvel encontrou-se
diferencas significativas no hibrido BM855 nas plantas tratadas B. subtilis ao se comparar com a
testemunha (Tabela 4, em vermelho), e no hibrido DKB390 observou-se um aumento nas amostras
infectadas com F. verticillioides quando comparadas com as plantas tratadas e infectadas (Tabela
4, em roxo). Ja para a variavel peso radicular encontrou-se diferencas significativas nos hibridos
DKB390 e BM855 nas amostras tratadas ao ser contrastadas com as plantulas tratadas com B.
subtilis e infectadas com F. verticillioides (Tabela 4, em vermelho). Assim mesmo, verificou-se
um aumento significativo nas amostras DKB390 e 2B640 nas amostras infectadas, ao serem
comparadas com as plantas tratadas e infectadas. E de igual forma o hibrido 2B688 mostrou um
aumento significativo nas amostras infectadas, ao ser contrastadas com a testemunha. Para a
variavel “volume” encontrou-se que 0 hibrido 2B640 apresentou um aumento nas amostras
infectadas, quando contrastadas com a testemunha (Tabela 4, em roxo). Em relacdo & densidade
radicular diferencas significativas foram encontradas nos hibridos DKB390 nas plantas tratadas
quando contrastadas com a testemunha (Tabela 5, em vermelho), e nas amostras infectadas quando
comparadas com as plantulas tratadas com B. subtilis e infectadas com F. verticillioides (Tabela 5,
em roxo). Finalmente, encontrou-se que o hibrido DKB390 apresentou uma densidade aérea
significativamente maior nas amostras infectadas ao serem contrastadas com as plantas infectadas

e tratadas (Tabela 6, em roxo).
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Tabela 4. Média da reacao dos hibridos simples de milho comercial com os tratamentos nas diferentes variaveis avaliadas no segundo
experimento em casa de vegetacdo no Departamento de Fitopatologia — UFLA, Lavras, Brasil. 2020.

COMP (A) COMP (R) PESO(A) PESO(R) VOL
HIERIDOS

TRAT DEB330 2IB640 2B6S8 BMSSS CD3I770 | DEB3S0 2B640 2B6SE BMSESS CDAT70 |DEBMWO IB640 2B6SE BMESS CD3770 |DEB3S0 2B640 2B638 BMESS CD3770 |DEBIG 2B640 2B63E BMESS CDaT70

SF |15.25Ba 19.25Aa 11.83Ba 21.38Aa 14.63Ba|42.13Aa 28.75Ba 41.50A4 24 75Bb | 26Ba |041Aa 041Aa 04143 041Aa 0414a | 06%Aa 0.51Aa| 0.66Ab |047Aa 0.794a |1550A4 13.75Ab [8.754a 15.00Aa 13.754a
5B

CF |15.13Ba 21.50Aa 1638Ba 20.63Aa 13.50Ba|25.30Bb 3525Ba 37Ba | 54 23Aa BR.75Bal 0.45Aa 048Aa 033Ba 033Ba 030Ba|100Aa 072Ba| 1.12A3a [042Ba 035Ba |13.75Ag 22.63Aa 15.75Aa 17.50Aa 15.00Aa

SF |20.88Aa 18.75Aa 13.13Ba|22.00Aa| 9.73Ba |21.00Ab |28 63Aa 36.00Aa 25.63Aa 34.754a) 0.46Aa | 0.40Ba |027Bb 0.56Aa| 0.33Ba | 0.83Aa |044Ba 0.70Aa |0.74Aa | 0.40Ba |1250Aa 11.25Aa 13.754a 13.75Aa 12.50Aa
CB

CF |16.75Aa 20.38Aa 15.25Aa(15.63Ab|11.75Aa) 36 25Aa |28 50Aa 37.75Aa 32.75Aa 40.75Aa] 0.31Ab | 0.424a | 0.444a 0.34Ab| 0.404a | 043Bb |040Ba 0021Aa [043Bb| 0.58Ba | 9.50Aa 15.00Aa 12.30Aa 12.50Aa 13.754a

SB |1523Bb|19.25Aa 11.88Ba 21.38Aa 14.63Ba|42.13Aa 28.75Ba 41.50Aa 24 75Ba 26 00Ba| 0.41Aa 041Aa 03144 0.41Ab| 0.414a | 0604 051Aa 066Aa 047Aa 0.794a |1550Aa 13.75Aa B.75Aa 15.00Aa 18754a
SF

CB |20882a|18.75Aa 13.13Ba 2200Aa 9.75Ba |21.00Ab 28 63Aa 36.00Aa 25.63Aa 34.75Aa| 046Aa 040Ba 027B4 0.56Aa| 0.33Ba|088Aa 044Aa 0693a 0.74Aa 049Aa |1250Aa 11.25Aa 200Aa 1373Aa 1250Aa

SB |15.13Ba 21.50Aa 16.38Ba 20.63Aa 13.50Ba|25.50Ba 35.25Ba 37.00Ba 54 23Aa 38.75Ba| 0.45Aa | 0.484a 0454a 033Ba 0.30Ba ||1.00Aa 072Bal 1124a 042Ba 050Ba |13.75Aa 22.63Aa 15.754a 17.50Aa 15.004a
CF

CB |16.73Aa 20.38Aa 13.254a 15.63Aa 11.75Aa|36 258 28 50Aa 37.754a 32.75Ab 40.75Aa] 0.31Ab | 0.42Aa 04443 034Aa 0.404a ||{043Bb 040Bb| 091Aa 043Ba 058Ba| 95Aa 15.00Aa 1625Aa 12.50Aa 13.75Aa

SB: Sem Bacillus subtilis CB: Com Bacillus subtilis SF: Sem Fusarium verticillicides CF- Com Fusarium verticillivides
Meédias seguidas pelas mesmas letras maiisculas na HORIZONTAL niio diferem estatisticarnente entre s1.
Meédias seguidas pelas mesmas letras mintsculas na VERTICAL ndo diferem estatisticamente entre si.

Fuente: Do Autor (2020).
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Tabela 5. Média da reacdo dos hibridos simples de milho comercial com os tratamentos na variavel densidade da raiz avaliada no
segundo experimento em casa de vegetacdo no Departamento de Fitopatologia — UFLA, Lavras, Brasil. 2020.

COMPRIMENTO (R) PESO (R) DENSIDADE (R) VOL (R)
HIBRIDOS

am DKB390 2B5d0 2B6sS BMS55 CD3770|DKB390 2B640 2B6S$ BMSSS CD3770 |DKB3%0 2B640 2B6S$ BMSSS CD3770 [DKB30D 2B640 2B6sS BMSS5 CD3TT0

$B  [42.13Aa 28.75Ba 41.50Aa 24.75Ba 26.00Ba| 0.69A2 051Aa 0.66Aa 047Aa 079Aa | 171Ab | 2.02Aa 162Aa 105Aa | 1.03Aal[15.50Aa 13.75A2 875A2 15.00Aa 18.75Aa
SF

CB |21.00Ab 28.63Aa 36.00Aa 25.63Aa 3475Aa| 0.88Aa 044Aa 070Aa 074Aa 049Aa | 423Aa | 155Ba 212Ba 322Aa | 146Bb||12.50Aa 11.25Aa 200Aa 13.75Aa 12.50Aa

$B  [2550Ba 3525Ba 37.00Ba 5425Aa 38.75Ba| 1.00Az 0.72Ba 1.122Aa 042Ba 050Ba | 406Aa| 198Ba 351Aa 079Ba 138Ba [13.75Aa 22.63Aa 15.75Aa 17.50Aa 15.00Aa
CF

CB |3625Aa 2850Aa 37.75Aa 32.75Ab 40.75Aa| 043Bb 040Bb 091Aa 043Aa 0058Baj 122Ab| 1.56Aa 268Aa 145Aa 170Aa | 950Aa 1500Aa 16.25Aa 12.50Aa 13.75Aa

SB: Sem Bacillus subtilis CB: Com Bacillus subtilis SF: Sem Fusarium verticillioides CF: Com Fusarium verticillioides
Meédias seguidas pelas mesmas letras maiisculas na HORIZONTAL nfo diferem estatisticamente entre s1.

Meédias seguidas pelas mesmas letras mintsculas na VERTICAL niio diferem estatisticamente entre si.

Fonte: Do Autor (2020).
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Tabela 6. Média da reacdo dos hibridos simples de milho comercial com os tratamentos na variavel densidade da parte aérea avaliadas
no segundo experimento em casa de vegetacdo no Departamento de Fitopatologia — UFLA, Lavras, Brasil. 2020.

EXPERIMENTO 2
COMPRIMENTO (A) PESO (A) DENSIDADE (A)
par e P%% INKB390 2B640 2B688 BMSS5 CD3770|DKB390 2B640 2B688 BMSSS CD3770|DKB390 2B640 2B688 BMBS855 CD3770

sB |1525Aa 19.25Aa 11.88Aa 21.38Aa 14.63Aa| 041Aa 041Aa 031Aa 040Aa 041Aa | 2.81Aa 221Aa 2.77Aa 221Aa 2.83Aa
SF

CB |20.83Aa 18.75Aa 13.13Ba 22Aa 9.75Ba | 046Aa 040Aa 027Aa 056Aa 033Aa | 222Aa 2.17Aa 225Aa 258Aa 3.70Aa

sB |15.13Ba 21.50Aa 16.38Ba 20.63Aa 13.50Ba| 0.45Aa 048Aa 045Aa 033Ba 030Ba |[3.73Aa| 2.25Aa 2.88Aa 160Aa 2.20Aa

CB |16.75Aa 2038Aa 1525Aa 1563Aa 11.75Aa| 031Ab 042Aa 044Aa 034Aa 040Aa ||181Ab| 105Aa 314Aa 248Aa 335Aa

SB: Sem Bacillus subtilis  CB: Com Baciflus subtilis SF: Sem Fusarium verticillioides CF: Com Fusarium verticillioides
Meédias seguidas pelas mesmas letras maiizenlas na HORIZONTAL ndo diferem estatisticamente entre s1.
Meédias seguidas pelas mesmas letras mindsculas na VERTICAL ndo diferem estatisticamente entre s1.

Fonte: Do Autor (2020).
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Tabela 7. Média da reacédo dos hibridos simples de milho comercial com os tratamentos nas diferentes variaveis avaliadas considerando
os dois experimentos em casa de vegetacdo no Departamento de Fitopatologia — UFLA, Lavras, Brasil. 2020.

COMP (A) COMP (R) PESO(A) PESO(R)
HIBRIDOS

TRAT. DKB30) 2B640 2B688 BMS3S55 CD3770|DEB390 2B640 2B638 BAMS553 CD3I7T7T0|DEB390 2B640 2B688 BASSS CDA7T70|DKBIY 2Bod0  2B683  BMSSS CD3770
SF 16.75A2 20.85Aa 16.81Aa 1927843 17.19A3(|3875Aa 280143 38.13Aa 28331Ab|3431Ab| 03743 037Aa 03143 03743 030Aa | 06443 047Aa3 (064Ab| 06843 0.74Aa

SB
CF 19.56Aa 24 4443 20 76Aa 23.31Aa 18.06Aa(39.13Aa 383843 41.81Aa 4590442 |46.10Aa| 061Aa 04043 03%9Aa 037Aa 038Aa | 0.84Aa 067Ba (1.07Aa| 053Ba 0.68Ba
SF 200043 21.40Aa 18.60Aa 21.384a 15.00Aa|20.75Bb| 20.60Ba 36.75Aa 27.88Ba 3794Aa| 037Aa 036Aa 030Aa 042A3 036Aa | 068Aa 05143 072Aa |0.77Aa| 0.73Aa

CB
CF 201943 24.31Aa 207043 203145 1638Aa |42 25Aa] 344443 3891Aa 3588Aa3 4300Aa| 03243 04043 042Aa 035A3 039Aa3 | 049Ba 055Ba 089Aa |051Bb| 067Ba
SB |1675A2 20.85A2 16.824a 19.78Aa 17.19Aa[38.75Aa| 28.91Ba 38.13Aa 2831Ba 3431A2| 03742 037Aa 031Aa 037Aa 039Aa | 0.64Aa 047Aa 064Aa 067Az 0.74Aa

SF
CB [20.00A2 21.40A2 18.60Aa 2138Aa 15.00Ba[2075Bb| 20.69Ba 367542 27.88Ba 37.94Aa[ 03742 036A2 020A2 043Aa 036Aa |068Az 051Aa 072Aa 077Aa 0.73Aa
SB  |19.60A2 24.44A2 2076Aa 23.31Aa 18.06A2|30.13Aa 38.37Aa 4181Aa 4504Ba 4610A2| 040Ba 040Aa 030Aa 037Aa 038Aa |[0.84Ba| 067Ca 107Aa 053Ca 0.68Ca

CF
CB [20.19A2 24.31A2 20.79Aa2 2031Aa 16.38Ba[4225A2 344442 38.01Aa 3588Aa 43.00Aa[ 03242 040A2 04242 035Aa 039Aa ||049Bb | 055Ba 089Aa 051Ba 067Ba

SB: Sem Bacillus subtilis CB: Com Bacillus subtilis SF: Sem Fusarium verticillioides

CF: Com Fusarium verticillioides

Meédias segpidas pelas mesmas letras mar(isculas na HORTZONTAL ndo diferem estatisticamente entre si.

Meédias segoidas pelas mesmas letras mintsculas na VERTICAL néio diferem estatisticamente entre s1.

Fonte: Do Autor (2020).
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Quando sdo considerados os dados dos dois periodos, se observam diferencas significativas
na area radicular, no comprimento, pelos hibridos DKB390, BM855 e CD3770, e no peso, pelos
hibridos DKB390, 2B688 e BM855, 0s outros hibridos ndo apresentaram diferencas significativas
em nenhum dos tratamentos.

Os hibridos que apresentaram diferencas significativas na variavel comprimento radicular
mostraram maiores resultados nas amostras infectadas por F. verticillioides, mesmo sem o
tratamento. Ao comparar as amostras infectadas como a testemunha, assim como o tratamento com
B. subtilis e os dois microrganismos, resultou que as amostras com F. verticillioides mostraram
maior comprimento radicular (Tabela 7, em roxo). Na varidvel “peso radicular” se vé esse
comportamento nos hibridos DKB390 e 2B688, mas nao no hibrido BM855 que apresentou um
maior peso radicular nas plantas tratadas ao ser comparadas com as amostras que continham os
dois microrganismos (Tabela 7, em vermelho).

Os resultados mostram que para os dados coletados nesses dois periodos, o hibrido DKB390
é favorecido pela infeccdo por F. verticillioides. Para o hibrido BM855, o tratamento com B.
subtilis mostrou-se efetivo frente ao controle da infecdo por F. verticillioides. J& os hibridos
CD3770 e 2B688 apesar de ter resultados que apontam ao crescimento da parte aérea nas amostras
infectadas por Fusarium, os resultados ndo foram paralelos no comprimento e peso, resultando em
raizes pouco saudaveis.

Para a avaliacdo de podriddo de colmo em campo, foram encontrados trés patdgenos nas
amostras que apresentaram podriddo de colmo sendo, Fusarium, Colletotrichum e Sternocarpella,
em que os resultados mostraram que no tratamento com Bacillus subtilis houve diferencas
significativas nos hibridos 2B640, 2B688 e BM855. Para estes dois ultimos hibridos, os resultados
mostraram um menor nimero de plantas afetadas por F. verticillioides no tratamento com a bactéria
(Tabela 8, em vermelho). Porém, no hibrido 2B640 se teve menor nimero de plantas afetadas na
auséncia de tratamento (Tabela 8, sinalado em roxo).

Para as amostras que apresentaram podriddo de colmo causada por Colletotrichum e
Sternocarpella, teve diferencas significativas apenas no caso do patdégeno Colletotrichum no

hibrido DKB390, em que o tratamento por Bacillus consegue uma diminui¢o de plantas afetadas.
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Tabela 8. Média das amostras sadias e sintomaticas para podriddo de colmo dos hibridos simples de milho comercial em relagdo aos
tratamentos no experimento em campo na Fazenda Experimental Muguem da Universidade Federal de Lavras (UFLA), Brasil.
2020.

PODRIDAO DE COLMO
TRAT HIBRINOS DKB390 2B640 2B688 BMS55 CD3770
COM SB 5Ba OBb 15Aa 17.5Aa 5Ba
SINTOMAS CB 2.5Aa 7.5Aa 0Ab 2.5Ab 5Aa
SB 62.5Aa 02.5Aa F5Aa 70Aa TJOAa
SADIOS
CB 82.5Aa F0Aa T2Aa 60Aa T0Aa
SB: Sem Bacillus subtilis CB: Com Bacillus subtiliz ST Sem Fusarium verticillioides CF: Com Fusariion verticillioides

Meédias segdas pelas mesmas letras manisculas na HORTIZONTAL nifio diferem estatisticamente entre s1.

Medias segudas pelas mesmas letras mintsculas na VERTICAL niio diferem estatisticamente entre s1.

Fonte: Do Autor (2020).
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Tabela 9. Média da reacdo dos hibridos simples de milho comercial com os tratamentos nas variaveis nimero de graos e peso de graos
para produtividade no experimento em campo na Fazenda Experimental Muquem da Universidade Federal de Lavras (UFLA),

Brasil. 2020.
PRODUTIVIDADE
IRAT. HIBRIDOS DKB390 2B640 2B688 BMS55 CD3770
SB 633.64Aa 617.17Aa 586.17Aa 579.75Aa 577.67Aa
NUM. GRAO
CB 539.17Ba 508.67Ba 717.75Aa 520Ba 717.75Aa
SB 1.50Aa 1.42Aa 1.12Ab 1.91Aa 1.71Aa
PESO GRAO
CB 1.73Aa 1.55Aa 1.98Aa 1.67Aa 1.28Aa

SB: Sem Bacillus subtilis CB: Com Bacillus subtilis SF: Sem Fusarium verticillioides CF: Com Fusarium verticillioides
Meédias seguidas pelas mesmas letras manisculas na HORIZONTAL ndo diferem estatisticamente entre si.

Meédias seguidas pelas mesmas letras mintsculas na VERTICAL ndo diferem estatisticamente entre si.

Fonte: Do Autor (2020).
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Em relacdo a producdo, viu-se que 2B688 foi o Unico hibrido que mostrou diferenga
estatisticamente significativa no tratamento com Bacillus subtilis, em que se percebe um aumento

na variavel peso do grdo, pelo qual o tratamento se mostra eficiente contra a infecdo pelo patégeno
neste hibrido (Tabela 9, sinalado em vermelho).

Tabela 10. Correlacdo entre os diferentes patdgenos achados nas amostras colhidas em campo.

CORRELACAO
FUS x COLL -0.11
FUS x STERN -0.11
FUS x SAD -031
COLL x STEEN -0.12
COLL x SAD -0.17
STERN x SAD -0.16

Fonte: Do Autor (2020).

Finalmente, os resultados de correlacdo, em que o r de Pearson pode variar de -1 a +1, em
que -1 é uma perfeita correlacdo negativa (a covariacdo é inversamente proporcional entre as
variaveis) e +1 é a perfeita correlacdo positiva (ha uma covariacdo entre as variaveis diretamente
proporcional) (Garson, 2009). Interpretando os dados correlacionados da variavel podridao de
colmo, observou-se que os mesmos ocorrem dentro de um intervalo de -0.11 e -0.30, apontando
para uma correlacdo negativa fraca. Por conseguinte, é plausivel admitir que os efeitos dos

patdgenos ndo estdo correlacionados entre si (Tabela 10).
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5 DISCUSSAO

Interacdo entre Bacillus subtilis e os gendtipos de milho comercial

Os resultados coincidem com diversos estudos que demostram que entre 0s motivos que
influenciam a formacdo de biofilme, se acha a acepcéo do material genético (O’TOOLE et al, 2000;
ARAUJO et al., 2013; ALVES et al., 2015; AMARAL et al., 2016). Descobrimos que existe uma
clara variacdo na quantidade de UFC/g de raiz entre os diferentes genotipos de milho comercial.
Mostrando como a interagdo pode ser gen6tipo-dependente entre plantas e bactérias, corroborando
a presenca dos genes que controlam e determinam as diversas vias metabodlicas que liberam
moléculas sinalizadoras, afetando e condicionando a associagdo com 0s microrganismos, neste
caso a bactéria Bacillus subtilis.

As informacdes obtidas permitiram estabelecer uma classificacdo da associagdo entre
Bacillus subtilis e os hibridos simples de milho comercial utilizados no projeto, sendo 0 DKB390
e 2B640 os gendtipos que mostraram maior associacdo (Tabela 1). Por consequéncia, estes hibridos
apresentam maior producdo de moléculas sinalizadoras, exsudados radiculares e inducdo na
alteracdo no metaboloma vegetal para a producdo de hormdnios vegetais (MOMMER et al., 2016;
CHAGAS et al., 2018; LEMANCEAU et al., 2018). Assim, um fator vital na escolha de genétipos
favoraveis para os programas que buscam a implementacdo deste microrganismo na cultura do
milho.

Bacillus subtilis como promotor de crescimento em plantas de milho comercial

B. subtilis esta reportada entre as espécies mais utilizadas por sua capacidade de adaptacéo
a formulacdo comercial e a aplicacdo em campo. Esta bactéria apresenta diversas caracteristicas
que conferem uma vantagem relevante em relacdo aos mecanismos de acdo relacionados ao
controle bioldgico, bioestimulacéo e biofertilizacdo (CHERIF-SILINI et al., 2016). Estas cepas
conseguem promover o crescimento, regulando-o por meio da producédo de fitorménios (auxinas,
citocininas, giberelinas e etileno) e enzimas (ej. ACC desaminasa). Também promove a
mineralizacdo de nutrientes (solubilizacdo de fosfato, potassio e zinco), fixacdo de nitrogénio e
incremento da capacidade de absorcao das raizes, sendo particularmente destacavel a producéo de
fitormonios e sider6foros produzidos pela bactéria em comparagdo a cepas de outras espécies
(WANG et al., 2018).



33

Entre os dados coletados, observou-se que Bacillus subtilis atuou como promotor de
crescimento na parte aérea, radicular, e conseguiu melhorar a produtividade, em alguns dos
hibridos estudados. Este aumento foi evidenciado na obtencdo de raizes com um peso
significativamente maior nos hibridos DKB390 (Tabela 7 e Tabela 8) e BM855 (Tabela 7 e Tabela
10), quando comparados com as amostras que foram infectadas e tratadas com a bactéria (Bacillus-
Fusarium). De igual forma com um peso aéreo significativamente maior nos hibridos DKB 390,
2B688 e BM855 (Tabela 7) quando comparado com as amostras tratadas e infectadas assim quando
comparadas com a testemunhas no Gltimo hibrido. Também se obteve um incremento significativo
no comprimento da parte aérea no hibrido DKB390 (Tabela 3 e Tabela 7), BM855 (Tabela 3,
Tabela 4 e Tabela 7) quando foi comparado com as amostras tratadas e infectadas e a testemunha.
E finalmente, na produtividade, o peso dos gréos foi significativamente maior que a testemunha no
hibrido 2B688 (Tabela 12).

Apesar dos eventos anteriormente descritos terem sido concordantes com a literatura,
quando comparados aos tratamentos restantes, observou-se uma relagdo nédo significativa. Desta
forma, os casos descritos seriam singulares em mostrar os efeitos de Bacillus subtilis como
promotor do crescimento. Ndo obstante, os dados mostraram maior participacdo do fungo
Fusarium verticillioides na promocdo de crescimento nos genotipos estudados, pois, diferindo
apenas da variavel produtividade, F. verticillioides também apresentou efeitos sobre o crescimento
das raizes e da parte aérea. Se obtiveram raizes com um peso significativamente maior nos hibridos
2B688 (Tabela 3) ao ser comparadas as amostras infectadas com a testemunha, 2B688 (Tabela 7)
guando comparado com a testemunha, DKB 390 e 2B640 (Tabela 7) quando comparado com as
amostras tratadas e infectadas. Assim mesmo os hibridos 2B688 (Tabela 10) quando contrastado
com a testemunha e DKB390 (Tabela 10) ao ser comparadas as plantas infectadas com as amostras
tratadas e infectadas. Também se obteve um incremento no comprimento radicular nos hibridos
DKB390 (Tabela 3, Tabela 7, Tabela 8 e Tabela 10), 2B640 (Tabela 3 e Tabela 7), BM855 (Tabela
3 e Tabela 7) e CD3770 (Tabela 3 e Tabela 10) na maioria das compara¢bes com 0S outros
tratamentos. E finalmente, na parte aérea resultou em um comprimento significativamente superior
nos hibridos DKB390, 2B640 e BM855, quando comparados com a testemunha e as amostras
tratadas e infectadas (Tabela 3).

E importante ressaltar que para os efeitos causados por Fusarium verticillioides nos

hibridos que apresentaram alongamento radicular, mas ndo coincidiram com um peso igualmente
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significativo nessa area (2B640 e BM855), podem estar diretamente relacionados a fatores de
viruléncia de hipertrofia e hiperplasia. Esses efeitos sdo causados por um desequilibrio hormonal,
que resulta em um crescimento anormal do 6rgdo, assim como um efeito de superalongamento,
sendo orgéos debilitados e pouco saudaveis que podem evoluir para necrose e morte de plantas em
estagios mais avangados do desenvolvimento da doenga (AGRIOS, G., 2005).

Os resultados relacionados a promogdo de crescimento causado pelo fungo ndo séo
diferentes aos obtidos com microrganismos benéficos. Estudos mostram como o comportamento
e crescimento do fungo Fusarium verticillioides esta diretamente condicionado pelos efeitos
ambientais, mostrando como as temperaturas altas favorecem a interagdo com o hospedeiro
consequentemente interferindo no crescimento vegetal (MURILLO, W. & MUNKVOLD, G. P.,
2008; DOOHAN, F. et al. 2003). Ndo foram encontrados relatos que coincidiram com o
comportamento promotor do fungo. A tendéncia vista nos nossos dados ndo foi tdo claramente
definida, e pode ser necessario realizar experimentos com maior poder estatistico a fim de
esclarecer a relagio benéfica de F. verticillioides com os gen6tipos de milho estudados. E
importante ressaltar a relevancia de se aprofundar nos aspectos bioquimico-moleculares associados
a promocédo do desenvolvimento, a fim de propiciar novas estratégias em prol da estabilidade da
producdo. Conhecer 0s mecanismos envolvidos nas interacbes bioldgicas favoraveis a
produtividade das culturas pode beneficiar o melhoramento genético, bem como, préticas culturais.
Assim como se deve considerar os impactos da temperatura em diferentes estagios de crescimento
relatando a tendéncia de crescimento do fungo em relagdo com o crescimento da planta, e assim
verificar a participacdo da temperatura no resultado final.

Esses resultados indicam a possibilidade de aprofundar e explorar novos enfoques para o
controle bioldgico tendo em consideracdo 0s genotipos e ambientes a se trabalhar.

Bacillus subtilis como controlador de Fusarium verticillioides

Diversos estudos demostram que Bacillus subtilis tem ac&o antifingica, capaz de reduzir a
taxa de crescimento micelial, producéo, germinagdo e sobrevivéncia de conidios, assim como a
diminuigdo da contaminagdo por micotoxinas. Esses fatores fazem com que B. subtilis seja ideal
para o controle de Fusarium verticillioides, conseguindo proteger as plantas tratadas com esta
bactéria (BONMATIN et al. 2003; ONGENA & JACQUES, 2008; LEI et al., 2014). De igual

forma, os resultados obtidos para os gendtipos 2B688 e BM855 em campo se ajustam a estes
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estudos, observando uma diminuic¢do de individuos com podriddo de colmo causado pelo fungo
Fusarium verticillioides comparado com a média de 15 e 17,5 individuos encontrados com
sintomas no tratamento sem Bacillus subtilis (Tabela 11). Porém, esse efeito se apresentou
unicamente nesses dois casos.

A literatura relata que existem varios motivos que influenciam na acdo de Bacillus subtilis,
entre eles, a capacidade de acep¢do do material genético, a disponibilidade de nutrientes,
temperatura, osmolaridade, pH, concentracdo de oxigénio e a interferéncia de outros
microrganismos (O’TOOLE et al, 2000). Para esse tltimo, realizou-se analise de correlagdo que
comprovou a relagdo por interacdo dos dados com os patégenos encontrados nas amostras do caule
coletados com sintomas de podriddo de colmo. Contudo, resultou que nenhum dos efeitos
provocados pelos microrganismos, encontrados no caule, apresentou correlacdo que pudesse
interferir na resposta sistémica por Bacillus subtilis. Porém, ndo se descartou a existéncia de outro
grupo de microrganismos, nem se estudou as condicdes fisico-quimicas da rizosfera dos genétipos
que pudesse dificultar a interacdo sistémica entre Bacillus e a planta. Por conseguinte, mais
pesquisas devem lidar com os fatores e condi¢cfes que dificultam a resposta e acdo da bactéria, que
expliqguem a auséncia de efeitos encontrado na Fazenda Experimental Muquem da Universidade
Federal de Lavras (UFLA), Brasil.
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6 CONCLUSOES

Existe variabilidade para a formacdo do biofilme por Bacillus subtilis e a diversidade
genética do cultivar, sendo DKB390, 2B640 e 2B688 o0s hibridos que apresentaram maior
UFC por grama de raiz, portanto, uma maior interacao e associa¢do com a bactéria;

Bacillus subtilis atuou como promotor de crescimento nos hibridos DKB390 e BM855 no
aumento da parte aérea e radicular, e em campo um aumento na produtividade do hibrido
2B688;

Fusarium verticillioides mostrou-se como promotor de crescimento nos gendtipos
DKB390, 2B6040, 2B688, BM855 e CD3770, em pelo menos uma das variaveis de

crescimento aéreo e radicular;

Foram evidenciados os efeitos antifungicos de Bacillus subtilis para o controle de Fusarium

verticillioides unicamente nos hibridos 2B688 e BM855;

Né&o se encontraram dados estatisticamente significativos que demostraram o aumento na
produtividade do milho tratado com Bacillus subtilis na presenca de Fusarium

verticillioides.
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