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RESUMO 

A associação entre o milho e Fusarium verticillioides é praticamente constante, mas 
pode-se tornar indesejada quando o fungo causa doença na cultura ou produz fumonisinas nos 
grãos. A ação de Paenibacillus polymyxa como agente de controle biológico (BCA) e como 

rizobactéria promotora de crescimento de plantas (PGPR) é bem documentada na literatura. O 
objetivo desse estudo foi avaliar a capacidade de P. polymyxa em reduzir a infecção do milho 

por F. verticillioides e acompanhar a produção de enzimas em resposta de defesa da planta à 
infecção do fungo. Nos experimentos foi utilizada uma cepa da bactéria previamente 
selecionada, com capacidade comprovada de inibir o crescimento do patógeno in vitro. Em um 

experimento no campo, com infecção de F. verticillioides, foi avaliado o efeito da aplicação de 
P. polymyxa sobre a taxa de infecção dos grãos pelo patógeno. Em outro experimento, 

conduzido em casa de vegetação, foi avaliada a incidência e a severidade da podridão do colmo, 
após inoculação com F. verticillioides e tratamentos com P. polymyxa. Nesse experimento, 
avaliou-se também a produção das enzimas de defesa fenilalanina amônia-liase (PAL) e 

glutationa redutase (GR) nas plantas de milho inoculadas com o fungo e o antagonista. Em 
campo, a pulverização com P. polymyxa reduziu a incidência de Fusarium em 16% em plantas 

naturalmente infectadas, e em 25% em plantas inoculadas. A pulverização de plantas com P. 
polymyxa em casa de vegetação reduziu a severidade da podridão do colmo em 33% em relação 
ao controle, e aumentou a atividade da enzima GR. O tratamento de microbiolização de 

sementes reduziu a severidade da podridão do colmo em 18%. Os resultados aqui obtidos abrem 
a perspectiva para o desenvolvimento de uma técnica para controle biológico da infecção 

causada por F. verticillioides em milho, e proporcionar menor dependência das aplicações de 
defensivos químicos. 
 

Palavras-chave: Bactéria antagônica. Controle biológico. Enzimas de defesa. Podridão do 

colmo. Podridão da espiga. Resistência induzida. 

  



ABSTRACT 

 

The association of Fusarium verticillioides with maize is virtually constant, but can turn 
to be undesired when the fungus causes disease in the crop or produces mycotoxins in the 
grains. The beneficial action of Paenibacillus polymyxa as an agent of biological control or as 

a colonizer of the rhizosphere promoting plant growth is well documented in the literature. The 
objectives of this study were to evaluate the potential of P. polymyxa in reducing infection of 

F. verticillioides in maize and to follow the production of defense enzymes by the plant in 
response to infection. We used a bacterial strain previously selected from a collection, with a 
proven ability to inhibit the growth of F. verticillioides in axenic culture. In a field experiment, 

the effect of P. polymyxa application on the infection rate of maize kernels was evaluated. In 
another experiment, carried out in a greenhouse, we evaluated the incidence and severity of 

stalk rot of maize after inoculation with F. verticillioides and different treatments with P. 
polymyxa. In this experiment, we also evaluated the production of plant defense enzymes 
phenylalanine ammonia-lyase (PAL) and glutathione reductase (GR) in maize plants, 

inoculated with the fungus and the antagonistic bacteria. Application of P. polymyxa reduced 
the incidence of Fusarium by 16% in plants naturally infected and 25% in inoculated plants. 

Spraying plants with P. polymyxa in greenhouse reduced the severity of stalk rot by 33% 
compared to the control, and increased the activity of GR enzyme. The seed microbiolization 
reduced the severity of stalk rot by 18%. The results obtained in this study open the perspective 

to developing a technique for biological control of infection caused by F. verticillioides in 
maize, and strategy less dependence on chemical pesticide applications. 

 
Key Words: Antagonistic bacteria; Biological Control; Defense related enzymes; Ear rot; Stalk 
rot; Systemic Induced Resistance.  
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CAPÍTULO 1 

 

1 INTRODUÇÃO GERAL 

Na produção mundial de cereais, o milho (Zea mays L.) é qualificado como a terceira 

maior produção depois do arroz e do trigo, sendo que seu alto valor nutritivo justifica a sua 

integração à alimentação humana e animal (Aguado et al., 2019; Yigermal et al., 2019). 

Entretanto, alguns fitopatógenos causam perdas significativas na produção do milho ou 

comprometem a qualidade do produto, como por exemplo Fusarium verticillioides. Esse fungo 

atinge a planta na fase pré- e pós-colheita, induzindo a podridão do colmo, espiga e raízes. 

Também, produz metabólitos secundários altamente tóxicos como as fumonisinas, micotoxinas 

que causam doenças em humanos e animais (Aguado et al., 2019; Franco et al., 2019; Chulze, 

2010).  

Os métodos químicos de controle da doença podem agredir o meio ambiente e podem 

poluir o solo e recursos hídricos (Bressan e Figueiredo, 2003). Dentre os defensivos agrícolas 

utilizados no manejo de Fusarium na cultura milho pode-se destacar o Thiram e Captam, que 

são aplicados como tratamento de sementes antes do plantio. De acordo com os fabricantes 

destes produtos, Thiram pode causar toxicidade aos seres humanos e ao ambiente, quando 

utilizados de forma inadequada (Crompton FISPQ 2021). Em seres humanos pode causar 

hepatotoxicidade por exposição repetida ou prolongada e no ambiente é considerado um 

produto altamente persistente e tóxico para organismos aquáticos (ANVISA 2021). Captam é 

classificado como extremamente tóxico e pode apresentar efeitos carcinogênicos em animais. 

No ambiente possui persistência curta, porém pode causar contaminação em rios e no lençol 

freático (Arysta LifeScience FISPQ 2021). A aplicação de fungicidas na planta ou como 

tratamento de sementes pode prejudicar a diversidade biológica do solo, apresentando um efeito 

negativo sobre os organismos do gênero Rhizobium e Azospirillum, que são responsáveis pela 

fixação de nitrogênio (Bressan e Figueiredo, 2003; Osman et al., 2012). Nesse contexto, a 

utilização de antagonistas microbianos para controle de Fusarium em campo surge como uma 

alternativa promissora. 

A bactéria gram-positiva Paenibacillus polymyxa encontrada na rizosfera de plantas é 

conhecida por sua capacidade de produzir uma variedade de metabólitos de interesse industrial 

e agrícola, sendo as fusaricidinas A-F compostos com ação antibacteriana e antifúngica 

comprovada, específica a espécies do gênero Fusarium (Qiu et al., 2019; Raza et al., 2015). 

Paenibacillus polymyxa auxilia no desenvolvimento vegetal e na indução da resistência 
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sistêmica. Ensaios in vitro demonstraram um aumento de 60% da área de superfície foliar em 

plantas Arabidopsis thaliana, que foram cultivadas a 2 cm da cultura bacteriana. Atribui-se a 

indução do crescimento à liberação de compostos voláteis pela bactéria (Lee et al., 2012). O 

cultivo de mudas de arroz com inoculação de P. polymyxa reduziu em 83% a severidade da 

doença causada por Xanthomonas oryzae, e ainda observou-se um aumento significativo da 

parte aérea do vegetal e comprimento de raízes, quando comparadas ao controle (Abdallah et 

al., 2019). Isolados de P. polymyxa podem produzir hormônios promotores de crescimento e 

enzimas relacionadas com a fixação de nitrogênio e absorção de fósforo pela planta (Raza et 

al., 2015).  

O presente projeto foi conduzido no intuito de avaliar se a aplicação de P. polymyxa em 

plantas de milho pode reduzir a incidência de F. verticillioides nos grãos e diminuir a severidade 

da podridão do colmo. Avaliamos também se P. polymyxa induz a resistência sistêmica no 

milho aumentando a produção de enzimas como glutationa redutase e fenilalanina amonialiase. 

A pesquisa foi realizada em quatro etapas: I triagem de cepas in vitro; II avaliação do efeito da 

cepa em relação a sanidade de grãos em campo; III avaliação da podridão do colmo induzida 

por F. verticillioides em plantas submetidas a tratamentos com o antagonista; e IV quantificação 

de enzimas relacionadas a defesa. Com os resultados aqui obtidos será possível auxiliar no 

desenvolvimento de uma técnica para controle biológico da infecção causada por F. 

verticillioides em milho, e proporcionar menor dependência das aplicações de defensivos 

químicos. 

 

2 ESTADO DA ARTE  

2.1 Cultura do milho no Brasil 

 O milho é uma das principais culturas produzida pelo país, a safra de grãos 2020/21 tem 

uma estimativa de ganho de produtividade de 6,5%, crescimento recorde de produção 

(CONAB, 2021). A cadeia produtiva do milho é economicamente estratégica pois oferece 

aplicação na alimentação humana e animal sob diversas formas por ser considerado um 

alimento de alto valor nutritivo (Cicolin e Oliveira, 2016; Oliveira et al., 2020). A produção 

total de milho, safra 2020/21, está estimada em 109 milhões de toneladas (CONAB, 2021). 

No entanto, o cultivo de milho enfrenta desafios que interferem diretamente na 

produtividade e na sanidade dos grãos, fatores que podem promover perdas econômicas 

significativas (Lanza et al., 2017). O Brasil é o terceiro maior produtor de milho, com 

rendimento médio de 5,52 t.ha-1, porém possui grande discrepância quando comparado com os 
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EUA, que ocupam o primeiro lugar do ranking, com produtividade média de 10,79 t.ha-1 

(CONAB, 2021; USDA, 2021). Esta diferença ocorre devido a fatores climáticos, emprego de 

tecnologias no plantio, período de plantio, fatores nutricionais do solo e ocorrência de doenças 

(Rong et al., 2021). 

 

2.2 Fusarium verticillioides e a produção de fumonisinas  

Dentre as doenças causadas por fungos que acometem a cultura, espécies de Fusarium 

atingem as plantas em diversos estágios de desenvolvimento causando podridão de raízes, caule 

e espigas (Costa et al., 2019; Fingstag et al., 2019; Rosa Junior et al., 2019). Fusarium 

verticillioides afeta o milho causando sintoma de doença, pode colonizar a planta como 

endófito, ou colonizar os resíduos das culturas como saprófita. Em geral, esse fungo tende a 

comprometer os tecidos das plantas, como por exemplo as raízes laterais, que são as mais 

afetadas. Os macro e microconídios podem ser disseminados pelo ar e contaminar as espigas 

por penetração do estigma (Wu et al., 2011, 2013). O crescimento do patógeno nos tecidos 

vasculares induz podridão do colmo e compromete a translocação de água e nutrientes 

ocasionando menor rendimento ou até mesmo perda prematura das plantas (Costa et al., 2019). 

Nos grãos, o fungo pode produzir fumonisinas, micotoxinas prejudiciais à saúde humana e 

animal (Gaige et al., 2020; Leggieri et al., 2019). 

Fatores abióticos como temperatura, pH e disponibilidade de água influenciam na 

biossíntese de fumonisinas no campo, mas também na fase pós colheita quando as medidas de 

armazenamento não são adequadas (Chulze, 2010; Wu et al., 2013). A produção de micotoxinas 

ocorre em plantas sintomáticas e assintomáticas a doença (Leyva-Madrigal et al., 2017). As 

fumonisinas representam uma família de metabólitos, sendo classificados em grupos A, B, C e 

P. São consideradas moléculas carcinogênicas que podem causar em humanos câncer esofágico 

e hepático, e em suínos provocar danos no tubo neural e edema pulmonar. Em equinos induz 

um processo degenerativo do sistema nervoso central conhecido como leucoencefalomalácia 

(ELEM) (Galletti et al., 2020; Nguyen et al., 2018).  

Devido aos riscos apresentados por estes compostos, agências como Anvisa, FDA e 

EFSA regulamentam os limites máximos permitido desse contaminante nos produtos e 

derivados do milho, havendo variação de acordo com o país, a finalidade e o tipo do produto 

(Rosa Junior et al., 2019; Oliveira et al., 2020). Não existem processos eficientes para 

descontaminação de grãos contaminados com fumonisinas, pois estas apresentam resistência e 

estabilidade a processos térmicos, físicos e químicos (Reis et al., 2020). 
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Pelos motivos expostos, o ideal é controlar a colonização do patógeno no campo. Para 

isso recomenda-se a utilização de boas práticas agrícolas envolvendo plantio de sementes 

saudáveis, rotação de culturas, seguir a densidade recomendada de plantas, controle de pragas 

que possam danificar o tecido vegetal e favorecer a penetração do patógeno, e tratamentos 

químicos. Porém, o emprego de agentes químicos não é totalmente seguro, pois viabiliza a 

contaminação do ecossistema, como solo e recursos hídricos, além de serem inseguros para 

alimentação humana e animal e também pela possibilidade de resistência do patógeno ao 

químico (Nguyen et al., 2018; Reis et al., 2020).  

 

2.3 Agentes de controle biológico e seus mecanismos de ação 

O controle biológico de doenças utilizando microrganismos competidores e seus 

metabólitos ativos é uma estratégia para reduzir a densidade de inóculo na cultura do milho, 

garantindo a qualidade e abundância dos grãos, proteção do ecossistema e a segurança alimentar 

humana e animal. A adoção de práticas de controle biológico é uma alternativa viável e 

complementar às boas práticas agrícolas para a prevenção a fitopatógenos (Nguyen et al., 2018). 

Os mecanismos de controle podem ser por métodos diretos como por exemplo a 

competição por espaço e/ou nutrientes, antibiose por metabólitos secundários e 

hiperparasitismo, ou métodos indiretos como a indução de resistência (Köhl et al., 2019). 

Alguns microrganismos possuem a capacidade de estimular o processo de indução de 

resistência sistêmica das plantas (ISR) onde as respostas de defesa são preparadas para 

hipersensibilizar as plantas à infecção de patógenos ou ataque de pragas, as vias de sinalização 

ativadas são as do ácido jasmônico, etileno e ácido salicílico (Galletti et al., 2020; Grady et al., 

2016). Neste caso, o microrganismo de biocontrole secreta elicitores como compostos voláteis, 

enzimas, proteínas e/ou espécies reativas de oxigênio, que a planta reconhece e, em 

consequência, desencadeia o processo de ISR (Grady et al., 2016).  

Em outros casos, antagonistas ativam a imunidade basal da planta aumentando a 

expressão de genes relacionados a produção de enzimas de defesa como catalase (CAT), 

peroxidase (POD), superóxido dismutase (SOD) e glutationa redutase (GR) (Alquéres et al., 

2013; Jiang et al., 2019). A alta atividade de POD pode interferir na produção de suberina, 

melanina e lignina, essas substâncias promovem fortalecimento da parede celular, perfazendo 

uma barreira mecânica que dificulta a penetração do patógeno (Choudhary et al., 2017). Durante 

o processo de infecção dos patógenos ocorre acúmulo de peróxido de hidrogênio (H2O2) nos 

tecidos vegetais. Essas moléculas são conhecidas como espécies reativas de oxigênio (EROs) e 
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causam estresse oxidativo. Enzimas como CAT, POD, SOD e GR são responsáveis por manter 

o equilíbrio de EROs nos tecidos, protegendo as plantas ao estresse e desfavorecendo a fase 

necrófila induzida por patógenos (Maschietto et al., 2016). 

Outro mecanismo de controle biológico utilizado por bactérias é a formação de biofilme 

nas raízes, a estrutura complexa cuja formação é regulada por quórum sensing é composta por 

exopolissacarídeos e proteínas e tem como função proteger as células de agressões físico-

químicas (Camele et al., 2019; Timmusk et al., 2019). Bactérias do gênero Streptomyces são 

produtores de compostos antimicrobianos interessantes para o controle biológico. Entretanto, a 

multiplicação destes microrganismos em larga escala é complexa e limita a formulação de 

produtos comerciais (Zacchetti et al., 2018). Pseudomonas é um gênero de bactérias promotoras 

de crescimento de plantas, que contribui para a supressividade de doenças no solo e protege a 

planta contra patógenos. Uma limitação desse sistema é a vida curta de prateleira (Arriel-Elias 

et al., 2018; Lee et al., 2019; Wang et al., 2020). 

Os antagonistas bacterianos mais utilizados no controle biológico são espécies do 

gênero Bacillus, devido à gama de compostos bioativos que produzem. Estes microrganismos 

sintetizam compostos antimicrobianos, fungitóxicos e induzem a resistência sistêmica no 

vegetal. Dentre os compostos produzidos, iturina, surfactina e fengicina são os relatados com 

maior frequência (Moreno-Velandia et al., 2019; Ntushelo et al., 2019). A capacidade destes 

microrganismos em produzir endósporos e por serem facilmente multiplicados em meio líquido 

representa uma vantagem comercial para formulação de produtos estáveis com capacidade de 

armazenamento por prazo prolongado (Khedher et al., 2021). 

A pulverização de Bacillus subtilis em melão induziu a formação de biofilme no 

filoplano e protegeu as plantas contra doenças foliares, a capacidade de biocontrole neste caso 

está atribuída a produção de surfactina pela bactéria, o biofilme garante persistência da 

pulverização nas folhas (Zeriouh et al., 2013). Paenibacillus polymyxa, quando pulverizado em 

plantas de trigo induziu a formação de biofilme com polissacarídeos competentes ao 

antagonismo de F. graminearum nos grãos (Timmusk et al., 2019). 

 

2.4 Paenibacillus polymyxa 

Espécies do gênero Paenibacillus se apresentam em forma de bastonetes aeróbios ou 

anaeróbios facultativos e possuem capacidade de formar endósporos, devido a essas 

características morfológicas esses organismos foram anteriormente inclusos no gênero Bacillus 

(Grady et al., 2016). A proposta para criação do novo gênero foi baseado em características 
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fenotípicas e análises comparativas no gene 16S. O nome do gênero deriva do latim paene e 

significa “quase”, sendo Paenibacillus descrito como um microrganismo quase Bacillus (Ash 

et al., 1993). Este gênero é composto por aproximadamente 165 espécies (Grady et al., 2016; 

Langendries e Goormachtig, 2021), e tem como espécie tipo P. polymyxa (Judicial Commission 

Of The International Committee On Systematics Of Prokaryotes, 2005). 

A espécie P. polymyxa é caracterizada como bactérias gram-positiva formadoras de 

esporos, que possuem flagelos peritríquios e podem ser encontradas no solo em associação com 

gramíneas como milho, sorgo, cevada e o trigo. Essa bactéria tem capacidade de se desenvolver 

como endófito e como epífita, e também já foi descrita em sedimentos marinhos e alimentos 

fermentados (Grady et al., 2016; Daud et al., 2019; Langendries e Goormachtig, 2021). Na 

rizosfera é capaz de auxiliar a planta na aquisição de nutrientes como fósforo (P), através da 

produção de ácido glucônico, nitrogênio (N), utilizando o mecanismo de transformação do N 

atmosférico (N2) em amônia (NH3) e ferro (Fe), pela produção de sideróforos. Devido a estes 

mecanismos, estas bactérias podem auxiliar o desenvolvimento de algumas plantas e são 

denominadas rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCP) (Grady et al., 2016; 

Langendries e Goormachtig, 2021). 

Paenibacillus polymyxa não somente aumenta da biodisponibilidade de nutrientes, mas 

também consegue induzir o crescimento de plantas pela produção de fitohormônios como ácido 

indol-3-acético (AIA), citocinina e etileno (Daud et al., 2019; Langendries e Goormachtig, 

2021). A inoculação de Arabidopsis thaliana com P. polymyxa E681 promoveu o crescimento 

da planta. Utilizando análise de proteômica foi possível identificar uma maior expressão de 

AIA em plantas inoculadas quando comparadas com o controle (Kwon et al., 2016). O emprego 

de técnicas biológicas utilizando P. polymyxa pode reduzir a dependência de fertilizantes 

químicos, que podem poluir o ambiente e ser tóxicos a humanos e animais (Grady et al., 2016; 

Daud et al., 2019). 

Paenibacillus polymyxa é conhecida por sua capacidade de produzir uma variedade de 

metabólitos bioativos. Os compostos antimicrobianos polimixina e fusaricidina são produzidos 

exclusivamente por este microrganismo. A polimixina é um antibiótico específico para 

bactérias gram-negativas e as fusaricidinas são compostos com ação antibacteriana e 

antifúngica altamente específico ao gênero Fusarium (Qiu et al., 2019; Raza et al., 2015; Soni 

et al., 2021). A aplicação de P. polymyxa no solo promove a redução de Fusarium e favorece o 

crescimento de grupos de microrganismos benéficos como os gêneros Bacillus, Streptomyces, 

Actinospica, Catenulispora e Pseudomonas, auxiliando no crescimento do vegetal (Shi et al., 
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2017). Paenibacillus polymyxa induz ISR em plantas aumentando a expressão de enzimas 

antioxidantes e enzimas relacionadas com o estresse. A inoculação desta rizobactéria aumentou 

a expressão de proteínas como a glutationa transferase e ascorbato peroxidase em plantas de A. 

thaliana. Estas enzimas sinalizam e ativam o metabolismo do ácido jasmônico, sensibilizando 

a planta a ataques de fitopatógenos (Kwon et al., 2016).  

No entanto, a eficiência do controle biológico nem sempre dependerá apenas do 

antagonista, também interferem no resultado os métodos de aplicação, a concentração do 

inóculo, o momento ideal de aplicação e a formulação do inoculante. Algumas estratégias de 

preparo incluem encapsulamento em amido e adição de protetores UV, que criam um 

microclima ideal para proteger os microrganismos de condições adversas. Substâncias adesivas 

e umectantes também são utilizados com a finalidade de garantir aderência do inóculo e 

prevenir a evaporação, respectivamente (Feng et al., 2019; Herrera et al., 2020; Nayaka et al., 

2010). Com isso, conhecimento sobre o timing ideal de aplicação do antagonista, bem como 

sobre formulações mais eficientes, podem contribuir para o sucesso da medida. 
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CAPÍTULO 2 

 

Controle de Fusarium verticillioides em milho por Paenibacillus polymyxa 

 

Manuscrito de artigo científico, preparado para submissão a revista “Brazilian Journal of 

Biology” 

 

Resumo 

A associação entre o milho e Fusarium verticillioides é praticamente constante, mas pode-se 

tornar indesejada quando o fungo causa doença na cultura ou produz fumonisinas nos grãos. A 
ação de Paenibacillus polymyxa como agente de controle biológico (BCA) e como rizobactéria 
promotora de crescimento de plantas (PGPR) é bem documentada na literatura. O objetivo desse 

estudo foi avaliar a capacidade de P. polymyxa em reduzir a infecção do milho por F. 
verticillioides e acompanhar a produção de enzimas em resposta de defesa da planta à infecção 

do fungo. Nos experimentos foi utilizada uma cepa da bactéria previamente selecionada, com 
capacidade comprovada de inibir o crescimento do patógeno in vitro. Em um experimento no 
campo, com infecção de F. verticillioides, foi avaliado o efeito da aplicação de P. polymyxa 

sobre a taxa de infecção dos grãos pelo patógeno. Em outro experimento, conduzido em casa 
de vegetação, foi avaliada a incidência e a severidade da podridão do colmo, após inoculação 

com F. verticillioides e tratamentos com P. polymyxa. Nesse experimento, avaliou-se também 
a produção das enzimas de defesa fenilalanina amônia-liase (PAL) e glutationa redutase (GR) 
nas plantas de milho inoculadas com o fungo e o antagonista. Em campo, a pulverização com 

P. polymyxa reduziu a incidência de Fusarium em 16% em plantas naturalmente infectadas, e 
em 25% em plantas inoculadas. A pulverização de plantas com P. polymyxa em casa de 

vegetação reduziu a severidade da podridão do colmo em 33% em relação ao controle, e 
aumentou a atividade da enzima GR. O tratamento de microbiolização de sementes reduziu a 
severidade da podridão do colmo em 18%. Os resultados aqui obtidos abrem a perspectiva para 

o desenvolvimento de uma técnica para controle biológico da infecção causada por F. 
verticillioides em milho, e proporcionar menor dependência das aplicações de defensivos 

químicos. 
 
Palavras-chave: Controle biológico. Podridão do colmo. Podridão da espiga. Enzimas de 

defesa. Resistência sistêmica induzida. Bactéria antagônica. 
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Fusarium verticillioides control by Paenibacillus polymyxa in maize 

 

Abstract 

The association of Fusarium verticillioides with maize is virtually constant, but can turn to be 
undesired when the fungus causes disease in the crop or produces mycotoxins in the grains. The 
beneficial action of Paenibacillus polymyxa as an agent of biological control or as a colonizer 

of the rhizosphere promoting plant growth is well documented in the literature. The objectives 
of this study were to evaluate the potential of P. polymyxa in reducing infection of F. 

verticillioides in maize and to follow the production of defense enzymes by the plant in response 
to infection. We used a bacterial strain previously selected from a collection, with a proven 
ability to inhibit the growth of F. verticillioides in axenic culture. In a field experiment, the 

effect of P. polymyxa application on the infection rate of maize kernels was evaluated. In 
another experiment, carried out in a greenhouse, we evaluated the incidence and severity of 

stalk rot of maize after inoculation with F. verticillioides and different treatments with P. 
polymyxa. In this experiment, we also evaluated the production of plant defense enzymes 
phenylalanine ammonia-lyase (PAL) and glutathione reductase (GR) in maize plants, 

inoculated with the fungus and the antagonistic bacteria. Application of P. polymyxa reduced 
the incidence of Fusarium by 16% in plants naturally infected and 25% in inoculated plants. 

Spraying plants with P. polymyxa in greenhouse reduced the severity of stalk rot by 33% 
compared to the control, and increased the activity of GR enzyme. The seed microbiolization 
reduced the severity of stalk rot by 18%. The results obtained in this study open the perspective 

to developing a technique for biological control of infection caused by F. verticillioides in 
maize, and strategy less dependence on chemical pesticide applications. 

 
Key Words: Antagonistic bacteria; Biological Control; Defense related enzymes; Ear rot; Stalk 
rot; Systemic Induced Resistance.  
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1 Introdução 

 A cultura do milho (Zea mays L.) é afetada por várias doenças, que causam redução e 

perdas de produtividade, mas também comprometem a qualidade do produto e derivados. A 

podridão do colmo e da espiga causada pelo fungo Fusarium verticillioides é uma das doenças 

mais importantes na cultura. Este patógeno afeta a planta em todas as fases de desenvolvimento, 

causando morte prematura das mudas, sintomas de podridão no colmo e de espiga, e 

consequentemente, contaminação dos grãos por fumonisinas (Naz et al., 2021). O manejo 

químico é frequentemente utilizado para o controle desse patógeno em campo, no entanto, este 

tipo de manejo de forma isolada pode aumentar os níveis de fumonisinas nos grãos e prejudicar 

o meio ambiente causando poluição do solo e dos recursos hídricos (Bressan e Figueiredo, 

2003; Guimarães et al. 2020 a, b). 

 A aplicação de microrganismos benéficos para controlar patógenos em campo 

representa uma alternativa viável e complementar aos métodos químicos. O tratamento de 

sementes e a pulverização com agentes de controle biológico podem proteger as plantas de 

milho contra a infecção de F. verticillioides e reduzir o conteúdo de fumonisinas nos grãos 

(Guimarães et al., 2020a; Pereira et al., 2012). Os mecanismos utilizados pelos antagonistas 

incluem competição com o patógeno por espaço e nutrientes, produção de metabólitos 

secundários que inibem o crescimento do patógeno e/ou indução de resistência da planta (Köhl 

et al., 2019). A bactéria Paenibacillus polymyxa produz uma gama de compostos interessantes 

ao controle biológico, dentre eles destacam-se a fusaricidina a e polimixina. A fusaricidina é 

um metabólito secundário que possui ação antifúngica a fungos filamentosos. A inibição de F. 

verticillioides por fusaricidina já foi comprovada (Han et al., 2017). A polimixina pode 

comprometer o desenvolvimento das hifas de F. verticillioides e reduzir a produção de 

fumonisina (Kim et al., 2010). 

O objetivo desse estudo foi avaliar a capacidade de P. polymyxa em reduzir a incidência 

e severidade de F. verticillioides em milho e avaliar a resposta de defesa da planta mediada por 

enzimas como fenilalanina amônia-liase (PAL) e glutationa redutase (GR). Nos experimentos 

foi utilizada uma cepa previamente selecionada, com capacidade comprovada em inibir o 

crescimento do patógeno in vitro. Em um experimento no campo, com infecção natural e 

artificial por F. verticillioides, foi avaliado o efeito da aplicação de P. polymyxa sobre a taxa de 

infecção dos grãos pelo patógeno. Em outro experimento, conduzido em casa de vegetação, foi 

avaliada a incidência e a severidade da podridão do colmo, após inoculação com F. 

verticillioides e tratamentos com a bactéria. As plantas de milho foram analisadas quanto à 
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concentração de enzimas relacionadas com a defesa da planta PAL e GR nas plantas de milho 

inoculadas com o fungo e o antagonista. Os resultados abrem a perspectiva de auxiliar no 

desenvolvimento de uma técnica para controle biológico da infecção causada por F. 

verticillioides em milho, e proporcionar menor dependência às aplicações de defensivos 

químicos. 

 

2 Material e Métodos 

2.1 Avaliação do antagonismo de Paenibacillus polymyxa a Fusarium verticillioides in 

vitro 

Sete cepas bacterianas de P. polymyxa da Coleção de Microrganismos Multifuncionais 

e Fitopatogênicos (CMMF) da Embrapa Milho e Sorgo (Lis 01, Lis 02, Lis 03, Lis 04, Lis 06, 

Lis 07 e Lis 08) foram reativadas em meio batata ágar dextrose (BDA-Kasvi) e incubadas a 25 

°C por 48 horas. A seguir, uma colônia pura de cada bactéria foi transferida para meio líquido 

caldo de soja tripticaseína (TSB-Kasvi) e incubada por 72 horas a 25 °C em agitação constante 

(120 rpm). A concentração do inóculo bacteriano foi ajustado para 108 UFC.mL-1 por densidade 

ótica. O isolado de Fusarium verticillioides CML 2743 foi incubado em meio BDA a 25 °C por 

7 dias. Para preparo do inóculo, dois discos de 5mm retirados da colônia foram transferidos 

para meio líquido de Batata Dextrose e incubados por 48h a 25 °C sob agitação de 150rpm para 

produção de conídios. A suspensão foi filtrada e a concentração de conídios ajustada em câmara 

de Neubauer para 105 conídios.mL-1 (Guimarães et al., 2020a, modificado). 

 

Antagonismo por confronto direto em meio batata dextrose ágar (BDA) e meio extrato de malte 

(EM). Foram plaqueados 10µL da suspensão de conídios do fungo no centro de cada placa de 

9cm e em quatro pontos equidistantes foi posto o inóculo de 10µL das soluções padronizadas 

da cepa bacteriana. O ensaio foi montado em triplicata para cada uma das sete cepas bacterianas. 

O controle consistiu em apenas a inoculação do fungo. As placas foram incubadas na BOD a 

25 °C e luz constante por 12 dias. O desenvolvimento da colônia do fungo e os halos de inibição 

foram monitorados e a porcentagem de inibição foi calculada utilizando a fórmula Abbott 

(1925) (T-t)*100/T, onde “T” é a área de crescimento do fungo na placa controle e “t” é a área 

de crescimento do fungo no confronto direto. 

  

Antagonismo em grãos de milho triturado. 50 g de grãos de milho triturado foram distribuídos 

em frascos Erlenmeyers e autoclavados por duas vezes a 120 °C por 30 minutos (Costa et al., 
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2012). Após o arrefecimento do substrato foi feito o inóculo de 2 mL da cultura bacteriana, o 

material foi incubado em BOD a 25 °C e luz constante por 24 h. Em seguida, foi adicionado o 

inóculo de 2 mL da suspensão de conídios de F. verticillioides (Abd El Daim et al., 2015 

modificado). Os frascos foram mantidos em BOD por 7 dias. Posteriormente, 14 grãos foram 

transferidos para o meio ágar-água com adição de estreptomicina (20mg.L-1) para inibir o 

crescimento da bactéria e verificar a viabilidade dos esporos inoculados. As placas foram 

mantidas em BOD por 7 dias e após esse período foi avaliado o desenvolvimento do fungo. O 

ensaio foi montado em triplicata para cada cepa bacteriana. A cepa que demonstrou melhor 

capacidade em inibir o crescimento do fungo foi selecionado para as etapas in vivo.  

2.2 Efeito de Paenibacillus polymyxa sobre a incidência e frequência de Fusarium 

verticilloides em grãos de milho em condição de campo 

O experimento de campo foi desenvolvido na estação experimental da Embrapa Milho 

e Sorgo em Sete Lagoas – MG, utilizando o milho híbrido DKB 390. O experimento foi 

organizado em quatro tratamentos sendo (i.) aplicação somente da bactéria; (ii.) aplicação da 

bactéria, depois o fungo; (iii.) somente o fungo; e (iv.) somente água. O ensaio foi montado em 

delineamento de blocos casualisados, com quatro repetições por tratamento. As parcelas foram 

constituídas de seis linhas de 6 metros (0,8 metros entre linhas e 5 plantas/metro). A adubação 

de plantio foi realizada com 500 kg por hectare de NPK (8-28-16) e após 7 e 14 dias de plantio 

foi feita a adubação de cobertura com 200 kg por hectare de ureia (45% de nitrogênio).  

O concentrado bacteriano e a suspensão de conídios do fungo foram preparadas como 

descrito no item 1. Na calda de pulverização foi adicionado 1 mL.L-1 de espalhante adesivo 

Energic (Syngenta). Dez dias após a emissão dos estilo estigmas (estágio fenológico R1) foi 

realizado o tratamento com antagonista em quatro linhas centrais da parcela útil, no qual 4 mL 

do inóculo de P. polymyxa (Lis 03) foi pulverizado por planta. A inoculação do fungo foi 

realizada com a injeção de 5 mL da suspensão de conídios em cada espiga 7 dias após a 

pulverização do antagonista. No final do ciclo da cultura foram coletadas as espigas de duas 

linhas de cada parcela para o teste de sanidade dos grãos e para avaliar a produtividade.  

 

2.3 Blotter test 

A incidência de Fusarium verticillioides nos grãos de milho foi determinada pelo 

método de blotter test (Michail, 1985). No total, 100 grãos provenientes de cada tratamento, 25 

grãos por parcela, foram submetidos ao processo de desinfestação superficial. Os grãos foram 

imersos em álcool 70% por 30 seg e hipoclorito 2% por 2 min, em seguida lavados em água 
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esterilizada e secos em papel filtro. Os grãos desinfestados foram distribuídos em placas de 20 

cm contendo três folhas de papel filtro estéreis umedecido e embebido em solução ágar-água 

(15 g.L-1). As placas foram mantidas em BOD a 20 °C por 24 h com fotoperíodo de 12 h. Em 

seguida, foi realizado o congelamento a -5 °C dos grãos por 24h para inibição da germinação. 

Por fim, as placas foram transferidas para a BOD nas mesmas condições descritas anteriormente 

por 7 dias. A identificação dos morfotipos foi feita em microscópio óptico, comparando a 

morfologia observada com a descrita na literatura para as espécies de Fusarium (Leslie e 

Summerell, 2006). As características e estruturas avaliadas foram formato e origem de 

microconídios, produção de microconídios em cadeias ou apenas em falsas cabeças, tipos de 

fiálides e origem da formação de macroconídio. 

 

2.4 Efeito de Paenibacillus polymyxa na severidade da podridão do colmo induzida por 

Fusarium verticillioides 

O experimento foi instalado na casa de vegetação da Embrapa Milho e Sorgo utilizando 

vasos de 5 kg contendo solo de cerrado horizonte B. Trinta dias antes do plantio foi feito a 

calagem do solo com calcário dolomítico 2t.ha-1. No solo foi adicionado adubação convencional 

NPK (08-28-16) e adubação de cobertura 1g de ureia por vaso 15 e 30 dias após o plantio. 

Foram semeadas 5 sementes do híbrido DKB 390 por vaso de acordo com os tratamentos, sendo 

seis vasos por tratamento (Tabela 1). As sementes dos tratamentos 1, 2, 3 e 4 foram submetidas 

a um processo de microbiolização com a cepa Lis 03. A bactéria foi multiplicada como citado 

anteriormente, a proporção de inóculo foi 7,5 mL.kg-1 de sementes e adição de 0,5 g de adesivo 

Bioma Fix (Bioma). 

 

Tabela 1 - Tratamentos utilizados no ensaio de casa de vegetação 

Tratamento Descrição 

1 Semente microbiolizada + pulverização Lis 03 

2 Semente microbiolizada + pulverização Lis 03 + fungo 

3 Semente microbiolizada 

4 Semente microbiolizada + fungo 

5 Pulverização Lis 03 

6 Pulverização Lis 03 + fungo 

7 Controle negativo (água) 

8 Controle positivo (fungo) 

Fonte: Da autora (2021) 

 

Quinze dias após a germinação foi feito o desbaste deixando três plantas por vaso. A 

pulverização da cepa Lis 03 ocorreu após as plantas atingirem o estágio fenológico V4, 
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utilizando os mesmos parâmetros para preparo da calda e pulverização descritos anteriormente. 

Cinco dias após a aplicação do antagonista foi feito a inoculação no colmo das plantas com 2 

mL da suspensão de esporos do fitopatógeno utilizando seringa estéril. Para a avaliação da 

expressão enzimática, foram feitas coletas de material vegetal a cada três dias após inoculação 

do patógeno. As lesões do colmo foram avaliadas 25 dias após a inoculação em notas de um a 

oito de acordo com a escala diagramática desenvolvida por Nicoli et al. (2015). A porcentagem 

de redução da podridão foi calculada pela fórmula proposta por Abbott (1925) (T-t)*100/T, 

onde “T” representa a porcentagem da podridão do colmo no tratamento controle e “t” a 

porcentagem da podridão do colmo dos tratamentos com o antagonista.  

 

2.5 Quantificação da atividade de enzimas de defesa 

Os tecidos vegetais foram macerados em almofariz com adição de nitrogênio líquido 

para obtenção de um pó fino, este foi transferido para tubos Eppendorfs volume 2 mL 

preenchendo ¼ do volume, os extratos enzimáticos (EE) foram obtidos através da adição de 40 

µL de Polivinilpirrolidona (PVP) e tampão de extração Tris HCl 50 mM pH 7,6 até completar 

o volume do tubo. As amostras foram agitadas em vórtex a 3000 rpm por 1 min. Em seguida, 

os tubos foram centrifugados a 9300 g por 5 min, o sobrenadante foi transferido para um tubo 

novo e utilizado para quantificação de proteínas totais (Bradford, 1976), fenilalanina 

amonialiase (PAL) e glutationa redutase (GR). A reação para quantificação de proteínas totais 

consistiu em 10 µL de EE, 20 µL de tampão fosfato de potássio 100 mM pH 7,0 e 170 µL do 

reagente Bradford. A quantificação das proteínas ocorreu em espectrofotômetro Epoch (Biotek) 

a λ 595 nm utilizando o software Gen5 Data Analysis (Biotek).  

O ensaio para quantificação da PAL foi montado em um volume final de 200 µL, sendo 

10 µL do EE, 50 µL de L-fenilalanina a 50 mM e 140 µL de tampão Tris-HCl 50mM (pH 7,6). 

A hidrólise do substrato L-fenil gera como produto o ácido trans-cinâmico que foi quantificado 

no comprimento de onda λ 280 nm como descrito por Alunni et al. (2003). A atividade da GR 

foi determinada através do método descrito por Schaedle e Bassham (1977) onde a oxidação de 

NADPH é monitorada em espectrofotômetro no comprimento λ 340 nm. As reações consistiram 

de 40 µL de EE, 50 mM de tampão Tris-HCl (pH 7,6), NADPH 0,15 mM, MgCl2 3 mM e 

glutationa (GSSG) 1 mM. As proteínas totais foram quantificadas pelo método de Bradford 

(1976) onde foi obtida uma curva padrão de proteínas totais com albumina de soro bovino 

(BSA) nas concentrações de 0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0 e 4,5 Ug de proteína. Essa 

curva padrão foi utilizada para transformar as leituras das amostras correspondentes aos EE na 
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leituras do espectrofotômetro em dados de concentração de proteína solúvel. Assim, os valores 

foram transformados em unidades de enzimas (U) para cada enzima estudada. 

 

3 Análise de estatística 

Os dados foram testados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e 

homogeneidade pelo teste de Bartlett e submetidos a análise de variância (ANOVA). Quando 

os tratamentos foram significativos e atenderam aos pressupostos, as médias foram comparadas 

pelo teste de Tukey (p <0,05). As análises foram desenvolvidas utilizando o software R studio 

versão 1.4.1106. 

 

4 Resultados 

No ensaio de confronto direto entre as cepas de P. polymyxa e F. verticillioides (CML 

2743) em meio BDA todas as cepas testadas apresentaram capacidade em antagonizar o fungo 

(Figura 1). As porcentagens de inibição oscilaram entre 81,22 a 72,68, no entanto os valores 

não foram diferentes estatisticamente quando comparados pelo teste de Tukey (p ≤ 0,05) 

(Tabela 2). Em meio malte, a cepa Lis 03 manteve a porcentagem de inibição ao patógeno 

enquanto as demais cepas apresentaram um decréscimo no antagonismo (Figura 1; Tabela 2). 

Isto indica que ao mudar a fonte de carbono algumas cepas podem reduzir a capacidade de 

produção de metabólitos secundários. 

 

Tabela 2 - Inibição de Fusarium verticillioides CML 2743 por cepas de Paenibacillus 
polymyxa no confronto direto em diferentes meios de cultura. Letras indicam 

diferença significativa (p ≤ 0,05) entre os tratamentos através do teste de Tukey. 

Isolado 
Meio BDA Meio Malte 

Área fungo (cm2) Inibição (%) Área fungo (cm2) Inibição (%) 

CML 2743 43,51 -.- 54,39 -.- 

Lis 01 8,17 81,22 a 36,22 33,41 b 

Lis 02 10,49 75,88 a 36,10 33,63 b 

Lis 03 10,23 76,48 a 12,82 76,42 a 

Lis 04 9,28 78,67 a 46,95 13,69 b 

Lis 06 11,88 72,68 a 43,39 20,23 b 

Lis 07 11,40 73,79 a 33,78 37,90 b 

Lis 08 10,29 76,35 a 29,74 45,33 ab 

Fonte: Da autora (2021) 
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Figura 1 - Inibição de crescimento de F. verticillioides CML 2743 por P. polymyxa em meio 

BDA (A-H) e Malte (I-P). A e I: controle F. verticillioides. B e J: Lis 01. C e K: 
Lis 02. D e L: Lis 03. E e M: Lis 04. F e N: Lis 06. G e O: Lis 07. H e P: Lis 08. 

 

Fonte: Da autora (2021) 

 

 Após sete dias das inoculações das bactérias e de F. verticillioides no milho triturado 

não foi possível identificar crescimento micelial do fungo na presença das sete cepas 

antagonistas (Figura 2B), no frasco controle (Figura 2A) houve crescimento micelial de F. 

verticillioides. Este resultado foi repetido e confirmado quando os grãos de milho triturado 

foram transferidos para o meio ágar-água (Figura 2 C-D). 
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Figura 2 - A - Milho triturado inoculado com F. verticillioides CML 2743. B - Milho triturado inoculado 
com cepas de P. polymyxa e F. verticillioides CML 2743. C - Milho triturado inoculado 
com F. verticillioides por sete dias e transferida para ágar-água. D - Milho triturado 
inoculado com cepas de P. polymyxa e F. verticillioides CML 2743 por sete dias 
transferidas para ágar-água. 

 
Fonte: Da autora (2021) 

 

Devido aos resultados obtidos no ensaio com meio malte, a cepa Lis 03 foi selecionada 

para os testes em campo e em casa de vegetação. Na avaliação da frequência de Fusarium em 

grãos das amostras obtidas no experimento em campo pelo método blotter test, identificamos 

os morfotipos F. verticillioides, F. solani, F. oxysporum, F. proliferatum e F. semitectum. No 

morfotipo F. verticillioides foi observada a presença de cadeias longas de microconídios 

produzidas em monofiálides e em F. proliferatum a produção de microconídios em cadeias 

curtas a partir de polifiálides. Como marcador para o morfotipo F. solani foi observada a 

produção de conídios em falsas cabeças a partir de fiálides longas, enquanto para F. oxysporum, 

a produção de microconídios em falsas cabeças a partir fiálides curtas. O morfotipo de F. 

semitectum foi reconhecido pela formação de macroconídio no micélio aéreo, disposto em um 

arranjo chamado “orelha de coelho”. A maior frequência de F. verticillioides ocorreu no 

tratamento 3 (p ≤ 0,05). A pulverização das plantas de milho com o antagonista P. polymyxa 

Lis 03 reduziu a frequência do patógeno de origem natural (T1) e inoculado (T2) (Tabela 3). 
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Tabela 3 - Morfotipos de Fusarium (%) associados ao milho sob diferentes tratamentos. 

Morfotipos T1 T2 T3 T4 

F. verticillioides  50 b 62 ab 83 a 60 ab 

Sem Fusarium  6 8 0 9 

Outros morfotipos  44 30 17 31 

F. proliferatum  7 12 15 16 

 

T1: pulverização com Lis 03 e infecção natural de F. verticillioides. T2: pulverização com Lis 03 e 
inoculação artificial de F. verticillioides. T3: inoculação artificial de F. verticillioides. T4: controle sem 
inoculação artificial. Letras indicam diferença significativa (p ≤ 0,05) entre os tratamentos através do 
teste Tukey. 

Fonte: Da autora (2021) 

 

No ensaio em casa de vegetação, utilizando a escala diagramática para podridão do 

colmo do milho (Nicoli et al., 2015) foi possível identificar redução da podridão do colmo nas 

plantas submetidas aos tratamentos 2 e 6, ambos com a presença da pulverização da bactéria. 

Os tratamentos 2 e 6 foram estatisticamente semelhantes, inibindo a podridão do colmo em 

32,7% (Tabela 4). O controle negativo (T7), sem infecção com o fungo, recebeu nota 1 devido 

ao ferimento causado pela seringa (Figura 3 e 4). Houve menor crescimento de micélio no lado 

externo das lesões dos tratamentos 2 e 6 quando comparado com o controle (Figura 4). Os 

tratamentos 1, 3 e 5 não foram submetidos a inoculação do fungo, logo eles não foram avaliados 

quanto a lesão do colmo.  

 

Tabela 4 - Severidade da podridão do colmo em milho causada por F. verticillioides sob 
diferentes tratamentos após 25 dias de infecção. 

Trat. 
Severidade da 
doença (%) 

Redução da 
podridão (%) 

2 29,94 b 32,72 

4 36,16 ab 18,73 

6 29,91 b 32,77 

7 6,2 c n.a. 

8 44,5 a n.a. 

 

T2: microbiolização + pulverização com Lis 03 + fungo. T4: microbiolização + fungo. T6: pulverização 
com Lis 03 + fungo. T7: injeção de dH2O autoclavada. T8: controle positivo (fungo). Letras minúsculas 
indicam diferença significativa (p ≤ 0,05) entre os tratamentos através do teste de Tukey. n.a.: não se 
aplica. 

Fonte: Da autora (2021) 
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Figura 3 -  Notas de severidade da podridão do colmo de milho 25 dias após a inoculação com F. 
verticillioides. T2: microbiolização de semente + pulverização com Lis 03 + fungo. T4: 
microbiolização com Lis 03 + fungo. T6: pulverização com Lis 03. T7: controle negativo. 
T8: controle positivo. 

 

Fonte: Da autora (2021) 
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Figura 4 -  Lesões do colmo induzidas pela inoculação de F. verticillioides. A-D: (T8) controle 

positivo (fungo). E-H: (T2) microbiolização de semente com Lis 03 + pulverização 
de Lis 03 + infecção com fungo. I-L: (T4) microbiolização com Lis 03 + infecção 

com fungo. M-P: (T6) pulverização de Lis 03 + infecção com fungo. Q-T: (T7) 
controle negativo (água). 

 
Fonte: Da autora (2021) 
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 A microbiolização de sementes com adição de pulverização de Lis 03 aumentou a 

atividade da enzima GR em até 82 % (T2-12 dias pós-inoculação - dpi) em comparação com o 

controle positivo (T8). A utilização da pulverização (T6) de forma isolada aumentou a atividade 

da enzima GR em cerca de 71% aos seis dias após a inoculação do patógeno. Quando utilizado 

apenas a microbiolização das sementes (T4) o aumento da GR (39%) aconteceu aos nove dias 

após a inoculação de F. verticillioides (Figura 5 - A). No entanto, para a PAL os tratamentos 

utilizados não foram eficientes em aumentar a atividade da enzima nas plantas desafiadas com 

F. verticillioides, mas apenas nos tratamentos 1 e 5 (3, 6 e 9 dpi), que não foram submetidos a 

inoculação artificial do patógeno (Figura 5 - B). 
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Figura 5 -  Atividade de enzimas de defesa em plantas de milho submetidas a tratamentos com 

Lis 03 e F. verticillioides. A – Glutationa redutase; B – Fenilalanina amônialiase. 
(1) Microbiolização + pulverização. (2) Microbiolização + pulverização + fungo. 

(3) Microbiolização. (4) Microbiolização + fungo. (5) Pulverização. (6) 
Pulverização + fungo. (7) Controle negativo (água). (8) Controle positivo (fungo). 
Letras indicam diferença significativa (p ≤ 0,05) entre os tratamentos através do 

teste de Tukey. dpi: dias pós-inoculação 

 

. Fonte: Da autora (2021) 
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5 Discussão 

 Neste estudo evidenciamos que a aplicação de P. polymyxa Lis 03 pode ser eficiente na 

redução da incidência e severidade de F. verticillioides, tanto in vitro, quanto em casa de 

vegetação e em campo. A pulverização da bactéria em campo reduziu de 25% da frequência de 

F. verticillioides nos grãos e em casa de vegetação reduziu 33% da podridão do colmo. A 

pulverização de plantas de milho em condição de casa de vegetação também aumentou a 

atividade da enzima glutationa redutase, que desempenha um papel fundamental no equilíbrio 

de metabólitos reativos de oxigênio produzidos pelo estresse oxidativo (Gill et al., 2013). 

Paenibacillus polymyxa Lis 03 teve efeito antagonista a F. verticillioides in vitro. Essa 

ação está relacionada com a produção dos metabólitos microbianos produzidos pela bactéria, 

evidente pela formação do halo de inibição nas placas. Lis 03 manteve sua capacidade inibitória 

em meio BDA e Malte, fato que indica que esta bactéria não é seletiva quanto aos nutrientes e 

consegue produzir seus metabólitos ativos utilizando diferentes fontes de carbono. Em um 

ensaio de confronto direto com uma cepa de P. polymyxa e os fungos F. verticillioides e F. 

solani foi possível observar inibição dos fungos testados com formação de halos maiores que 

três centímetros (Tupinambá et al., 2008). No Brasil, esta bactéria foi encontrada no alimento 

de larvas de abelhas e produziu fusaricidina in vitro com eficiência evidenciada contra fungos 

entomopatogênicos, os autores indicam a possibilidade de P. polymyxa estar atrelada a proteção 

das colônias de abelhas aos entomopatógenos (Menegatti et al., 2018). A análise do genoma da 

cepa P. polymyxa E681 confirmou a presença de genes biossínteticos de substâncias 

antimicrobianas como a polimixina e fusaricidina. E681 também produz compostos voláteis 

que induzem o crescimento e a resistência sistêmica em plantas (Kim et al., 2010). O metabólito 

fusaricidina produzido por P. polymyxa JSa-9 foi capaz de atingir a parede celular, a membrana 

plasmática e o citoesqueleto de F. verticillioides gerando irregularidades e distorções, o 

conteúdo de quitina das hifas foi reduzido significativamente quando expostas a este composto. 

Houve menor produção de fumonisina B1 in vitro na presença deste composto (Han et al., 

2017). Paenibacillus polymyxa tem sua capacidade antagônica comprovada no controle de F. 

graminearum e F. culmorum in vitro em grãos de trigo como substrato. A inoculação da bactéria 

inibiu o desenvolvimento dos dois patógenos avaliados. Após o período de incubação não foi 

possível quantificar o DNA dos fungos inoculados, micotoxinas também não foram encontradas 

(Abd El Daim et al., 2015). 

A pulverização de P. polymyxa Lis 03 resultou na redução da frequência de F. 

verticillioides, tanto natural quanto inoculado em condição de campo. A frequência de F. 
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verticillioides foi 25% menor nas plantas pulverizadas com o antagonista e inoculadas (T2) do 

que nas plantas que foram apenas inoculadas com o patógeno (T3). Estes padrões positivos na 

redução da colonização dos grãos pelo patógeno podem melhorar a qualidade dos grãos 

representando menor quantidade de grãos ardidos e menor produção de fumonisinas. A área 

utilizada para instalação do experimento possui um histórico de plantio sucessivo de milho nos 

últimos anos e, provavelmente a palhada dos plantios anteriores serviu de fonte de inóculo para 

a infecção natural por F. verticillioides. A alta pressão de inóculo no campo, em conjunto com 

a inoculação artificial, dificultou a ação da bactéria. Outros fatores que podem favorecer a 

infecção natural por F. verticillioides são as condições ambientais e ataque de insetos que geram 

lesões nos tecidos (Munhoz et al., 2015). A presença de F. verticillioides e F. proliferatum nos 

grãos não indica necessariamente a podridão ou a produção de micotoxinas, visto que as 

condições ambientais interferem diretamente na produção de metabólitos pelo fungo e que a 

produção destes metabólitos não é restrita apenas aos grãos sintomáticos (Munhoz et al., 2015; 

Pinto, 2005).  

A pulverização de antagonistas em plantas de milho em condição de campo pode 

diminuir a população de F. verticillioides e sua produção de fumonisinas. A substituição da 

segunda pulverização de fungicida pela pulverização de uma bactéria antagônica (Bacillus 

subtilis) reduziu o teor de fumonisinas nos grãos (Guimarães et al., 2020a). O tratamento de 

sementes de milho com cepas antagonistas a F. verticillioides pode reduzir a infecção pelo 

fungo e o conteúdo de fumonisina B1 nos grãos, mas não modificaram o desempenho produtivo 

do milho em um estudo realizado na Argentina (Pereira et al., 2012). Os tratamentos utilizados 

neste estudo também não interferiram na produtividade do milho (dados não apresentados). 

Em casa de vegetação, a pulverização de plantas de milho com P. polymyxa Lis 03 

conferiu redução de 32,7% da severidade da podridão do colmo (T2 e T6). Estes resultados 

consorciam com o aumento expressivo da atividade da enzima GR nesses tratamentos. A 

redução das lesões pode ser explicada por essa alta atividade da GR, o que permite inferir que 

P. polymyxa regula positivamente a atividade da GR tendendo a eliminar espécies reativas de 

oxigênio (EROs) e suprimir a fase necrófila de F. verticillioides.  

A GR atua convertendo glutationa oxidada (GSSG) em glutationa reduzida (GSH) 

utilizando NADPH como co-fator. O equilíbrio de GR e GSH nas células determina a tolerância 

das plantas ao estresse abiótico. GSH é essencial na prevenção da oxidação e alterações no 

metabolismo do tiol durante a penetração de fungos (Gill et al., 2013; Maschietto et al., 2016). 

O processo de conversão de GSSG em GSH é fundamental para o ciclo glutationa-ascorbato 
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responsável pela eliminação de moléculas oxidativas como o peróxido de hidrogênio (H2O2), o 

acúmulo dessas moléculas induz a morte celular da planta hospedeira e favorece a infecção. No 

entanto, o êxito da infecção depende da velocidade da modulação da resposta de defesa da 

planta (Maschietto et al., 2016). Com isso, a aplicação de microrganismos que melhorem as 

respostas de defesa antioxidativas pode reduzir a infecção das plantas por patógenos. 

Genótipos de milho resistentes a F. verticillioides, quando desafiados com o patógeno, 

demonstraram um incremento significativo na atividade de GR. Este padrão destaca o papel 

dessa enzima na desintoxicação de metabólitos produzidos por F. verticillioides e uma possível 

difusão de micotoxinas (Maschietto et al., 2016). Em tomate, o tratamento de sementes com 

Burkholderia gladioli para controle biológico de nematóides aumentou em 65% a atividade de 

GR e reduziu a capacidade de infecção do patógeno em 54% (Khanna et al., 2019). Não houve 

aumento significativo na expressão da enzima PAL nas plantas tratadas com a bactéria e 

desafiadas com o patógeno. Entretanto, num estudo realizado com Pseudomonas fluorescens e 

Trichoderma harzianum foi observado um aumento dessa enzima após o tratamento de 

sementes de milho e pulverização foliar com a combinação desses organismos. O tratamento 

foi eficiente em suprimir a doença causada por Rhizoctonia solani e promoveu o crescimento 

das plantas (Madhavi et al., 2018). 

A utilização de microrganismos com multi-mecanismos de controle biológico pode 

demonstrar efeitos aditivos e sinérgicos ao antagonismo e apresentar resultados melhorados 

quando comparados aos antagonistas de mecanismo único. Essa estratégia se encaixa na 

definição de manejo integrado de pragas, onde são utilizados vários mecanismos para a 

supressão da doença. Este efeito multi-mecanismo pode ser alcançado utilizando combinações 

de microrganismos antagônicos ou utilizando apenas um que possui diferentes mecanismos de 

ação (Guetsky et al., 2002; Gull, 2016; Sharon et al., 2011). Neste trabalho demonstramos a 

capacidade de Lis 03 em produzir metabólitos ativos com ação antagônica a F. verticillioides 

in vitro e a capacidade desse microrganismo em modular resposta de defesa eficiente para a 

redução da podridão do colmo em plantas de milho induzida por F. verticillioides. 

Os resultados aqui obtidos demonstram a capacidade de P. polymyxa Lis 03 em 

antagonizar F. verticillioides em plantas milho, que ainda pode reduzir a contaminação nos 

grãos e diminuir a severidade da podridão do colmo. Podemos inferir que aplicação de P. 

polymyxa Lis 03 em plantas de milho pode melhorar a defesa da planta pela enzima GR, mas 

não pela enzima PAL. Dentre as formas de aplicação, a pulverização se destaca e apresenta 

resultados mais satisfatórios na ativação da rota enzimática quando comparado com a 
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microbiolização de semente. O êxito do controle biológico é dependente de uma série de 

variáveis que precisam ser consideradas (Timmusk et al., 2017). As condições do campo ainda 

podem oferecer limitações para o uso de agentes controle biológico. Diversos fatores podem 

influenciar negativamente a viabilidade do inóculo, como por exemplo o momento ideal de 

aplicação e a formulação do inoculante. A adição de protetores UV e substâncias adesivas 

podem proteger o antagonista de condições adversas (Herrera et al., 2020). Como a inserção de 

uma bactéria desprotegida em um nicho ecológico bem adaptado pode dificultar o 

estabelecimento da mesma, é importante fornecer um microambiente adequado para garantir a 

adaptação e sobrevivência do agente de controle biológico (Bashan et al., 2014). As condições 

fornecidas para o inóculo de P. polymyxa Lis 03 em condição de campo podem ter influenciado 

nos resultados obtidos, com isso é necessário compreender melhor as formas de aplicações bem 

como as formulações para aprimorar o desempenho desta cepa em campo. 
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