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RESUMO

A associacdo entre o milho e Fusarium verticillioides é praticamente constante, mas
pode-se tornar indesejada quando o fungo causa doenca na cultura ou produz fumonisinas nos
grdos. A acdo de Paenibacillus polymyxa como agente de controle bioldgico (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 infeccdo do milho
por F. verticillioides e acompanhar a producdo de enzimas em resposta de defesa da planta a
infeccdo do fungo. Nos experimentos foi utilizada uma cepa da bactéria previamente
selecionada, com capacidade comprovada de inibir o crescimento do patégeno in vitro. Em um
experimento no campo, com infeccdo de F. verticillioides, foi avaliado o efeito da aplicacdo de
P. polymyxa sobre a taxa de infeccdo dos grdos pelo patdgeno. Em outro experimento,
conduzido em casa de vegetacdo, foi avaliada a incidéncia e a severidade da podriddo do colmo,
apos inoculacdo com F. verticillioides e tratamentos com P. polymyxa. Nesse experimento,
avaliou-se também a producdo das enzimas de defesa fenilalanina amonia-liase (PAL) e
glutationa redutase (GR) nas plantas de milho inoculadas com o fungo e o antagonista. Em
campo, a pulverizagdo com P. polymyxa reduziu a incidéncia de Fusarium em 16% em plantas
naturalmente infectadas, e em 25% em plantas inoculadas. A pulverizacdo de plantas com P.
polymyxa em casa de vegetacdo reduziu a severidade da podridéo do colmo em 33% em relacéo
ao controle, e aumentou a atividade da enzima GR. O tratamento de microbiolizacdo de
sementes reduziu a severidade da podriddo do colmo em 18%. Os resultados aqui obtidos abrem
a perspectiva para o desenvolvimento de uma técnica para controle biologico da infecgdo
causada por F. verticillioides em milho, e proporcionar menor dependéncia das aplicacdes de
defensivos quimicos.

Palavras-chave: Bactéria antagbnica. Controle bioldgico. Enzimas de defesa. Podriddo do

colmo. Podriddo da espiga. Resisténcia 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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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

Na producdo mundial de cereais, o milho (Zea mays L.) é qualificado como a terceira
maior producdo depois do arroz e do trigo, sendo que seu alto valor nutritivo justifica a sua
integracdo a alimentacdo humana e animal (Aguado et al., 2019; Yigermal et al., 2019).
Entretanto, alguns fitopatdgenos causam perdas significativas na producdo do milho ou
comprometem a qualidade do produto, como por exemplo Fusarium verticillioides. Esse fungo
atinge a planta na fase pré- e pos-colheita, induzindo a podriddo do colmo, espiga e raizes.
Também, produz metabdlitos secundarios altamente tdxicos como as fumonisinas, micotoxinas
que causam doencas em humanos e animais (Aguado et al., 2019; Franco et al., 2019; Chulze,
2010).

Os metodos quimicos de controle da doenca podem agredir 0 meio ambiente e podem
poluir o solo e recursos hidricos (Bressan e Figueiredo, 2003). Dentre os defensivos agricolas
utilizados no manejo de Fusarium na cultura milho pode-se destacar o Thiram e Captam, que
sdo 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 exposicdo repetida ou prolongada e no ambiente é considerado um
produto altamente persistente e tdxico para organismos aquaticos (ANVISA 2021). Captam é
classificado como extremamente toxico e pode apresentar efeitos carcinogénicos em animais.
No ambiente possui persisténcia curta, porém pode causar contamina¢do em rios e no lencol
fredtico (Arysta LifeScience FISPQ 2021). A aplicacdo de fungicidas na planta ou como
tratamento de sementes pode prejudicar a diversidade biologica do solo, apresentando um efeito
negativo sobre os organismos do género Rhizobium e Azospirillum, que sdo responsaveis pela
fixagdo de nitrogénio (Bressan e Figueiredo, 2003; Osman et al, 2012). Nesse contexto, a
utilizagdo 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 metabolitos de interesse industrial
e agricola, sendo as fusaricidinas A-F compostos com acdo antibacteriana e antifingica
comprovada, especifica a espécies do género Fusarium (Qiu et al., 2019; Raza et al., 2015).

Paenibacillus polymyxa auxilia no desenvolvimento vegetal e na inducdo da resisténcia
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sistémica. Ensaios in vitro demonstraram um aumento de 60% da area de superficie foliar em
plantas Arabidopsis thaliana, que foram cultivadas a 2 cm da cultura bacteriana. Atribui-se a
inducdo do crescimento a liberacdo de compostos volateis pela bactéria (Lee et al., 2012). O
cultivo de mudas de arroz com inoculagéo de P. polymyxa reduziu em 83% a severidade da
doenca causada por Xanthomonas oryzae, e ainda observou-se um aumento significativo da
parte aérea do vegetal e comprimento de raizes, quando comparadas ao controle (Abdallah et
al., 2019). Isolados de P. polymyxa podem produzir hormbnios promotores de crescimento e
enzimas relacionadas com a fixagcdo de nitrogénio e absor¢do de fosforo pela planta (Raza et
al., 2015).

O presente projeto foi conduzido no intuito de avaliar se a aplicagdo de P. polymyxa em
plantas de milho pode reduzir a incidéncia de F. verticillioides nos graos e diminuir a severidade
da podriddo do colmo. Avaliamos também se P. polymyxa induz a resisténcia sistémica no
milho aumentando a producdo de enzimas como glutationa redutase e fenilalanina amonialiase.
A pesquisa foi realizada em quatro etapas: | triagem de cepas in vitro; Il avaliagédo do efeito da
cepa em relacdo a sanidade de grdos em campo; Il avaliacdo da podriddo do colmo induzida
por F. verticillioides em plantas submetidas a tratamentos com o antagonista; e 1V quantificacéo
de enzimas relacionadas a defesa. Com os resultados aqui obtidos sera possivel auxiliar no
desenvolvimento de uma técnica para controle bioldgico da infeccdo causada por F.
verticillioides em milho, e proporcionar menor dependéncia das aplicacbes de defensivos

quimicos.

2 ESTADO DA ARTE
2.1 Cultura do milho no Brasil
O milho é uma das principais culturas produzida pelo pais, a safra de grdos 2020/21 tem
uma estimativa de ganho de produtividade de 6,5%, crescimento recorde de producdo
(CONAB, 2021). A cadeia produtiva do milho é economicamente estratégica pois oferece
aplicacdo na alimentagdo humana e animal sob diversas formas por ser considerado um
alimento de alto valor nutritivo (Cicolin e Oliveira, 2016; Oliveira et al., 2020). A producdo
total de milho, safra 2020/21, esta estimada em 109 milhGes de toneladas (CONAB, 2021).
No entanto, o cultivo de milho enfrenta desafios que interferem diretamente na
produtividade e na sanidade dos grdos, fatores que podem promover perdas econdmicas
significativas (Lanza et al, 2017). O Brasil é o terceiro maior produtor de milho, com

rendimento médio de 5,52 t.ha'!, porém possui grande discrepancia quando comparado com o0s
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EUA, que ocupam o primeiro lugar do ranking, com produtividade média de 10,79 t.ha'
(CONAB, 2021; USDA, 2021). Esta diferenca ocorre devido a fatores climaticos, emprego de
tecnologias no plantio, periodo de plantio, fatores nutricionais do solo e ocorréncia de doencgas
(Rong et al., 2021).

2.2 Fusarium verticillioides e a producdo de fumonisinas

Dentre as doencas causadas por fungos que acometem a cultura, espécies de Fusarium
atingem as plantas em diversos estagios de desenvolvimento causando podriddo de raizes, caule
e espigas (Costa et al, 2019; Fingstag et al., 2019; Rosa Junior et al., 2019). Fusarium
verticillioides afeta o milho causando sintoma de doenga, pode colonizar a planta como
endofito, ou colonizar os residuos das culturas como sapréfita. Em geral, esse fungo tende a
comprometer os tecidos das plantas, como por exemplo as raizes laterais, que sdo as mais
afetadas. Os macro e microconidios podem ser disseminados pelo ar e contaminar as espigas
por penetracdo do estigma (Wu et al, 2011, 2013). O crescimento do patdgeno nos tecidos
vasculares induz podriddo do colmo e compromete a translocacdo de agua e nutrientes
ocasionando menor rendimento ou até mesmo perda prematura das plantas (Costa et al., 2019).
Nos graos, o fungo pode produzir fumonisinas, micotoxinas prejudiciais a saude humana e
animal (Gaige et al., 2020; Leggieri etal., 2019).

Fatores abidticos como temperatura, pH e disponibilidade de agua influenciam na
biossintese de fumonisinas no campo, mas também na fase p6s colheita quando as medidas de
armazenamento ndo sdo adequadas (Chulze, 2010; Wu et al., 2013). A producdo de micotoxinas
ocorre em plantas sintométicas e assintomaticas a doenca (Leyva-Madrigal et al., 2017). As
fumonisinas representam uma familia de metabdlitos, sendo classificados em grupos A, B, C e
P. Sdo consideradas moléculas carcinogénicas que podem causar em humanos cancer esofagico
e hepatico, e em suinos provocar danos no tubo neural e edema pulmonar. Em equinos induz
um processo degenerativo do sistema nervoso central conhecido como leucoencefalomalacia
(ELEM) (Galletti etal., 2020; Nguyen et al., 2018).

Devido aos riscos apresentados por estes compostos, agéncias como Anvisa, FDA e
EFSA regulamentam os limites maximos permitido desse contaminante nos produtos e
derivados do milho, havendo variacdo de acordo com o pais, a finalidade e o tipo do produto
(Rosa Junior et al, 2019; Oliveira et al, 2020). N&o existem processos eficientes para
descontaminacdo de grdos contaminados com fumonisinas, pois estas apresentam resisténcia e

estabilidade a processos térmicos, fisicos e quimicos (Reis et al., 2020).
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Pelos motivos expostos, o ideal é controlar a colonizacdo do patégeno no campo. Para
isso recomenda-se a utilizacdo de boas praticas agricolas envolvendo plantio de sementes
saudaveis, rotacdo de culturas, seguir a densidade recomendada de plantas, controle de pragas
que possam danificar o tecido vegetal e favorecer a penetragdo do patdgeno, e tratamentos
quimicos. Porém, o emprego de agentes quimicos ndo é totalmente seguro, pois viabiliza a
contaminacdo do ecossistema, como solo e recursos hidricos, além de serem inseguros para
alimentacdo humana e animal e também pela possibilidade de resisténcia do patdgeno ao

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

2.3 Agentes de controle biol6gico e seus mecanismos de acéo

O controle bioldgico de doencas utilizando microrganismos competidores e seus
metabolitos ativos é uma estratégia para reduzir a densidade de indculo na cultura do milho,
garantindo a qualidade e abundancia dos grdos, protecdo do ecossistema e a seguranca alimentar
humana e animal. A adocdo de praticas de controle biologico é uma alternativa viavel e
complementar as boas préaticas agricolas para a prevencdo a fitopatdgenos (Nguyen et al., 2018).

Os mecanismos de controle podem ser por métodos diretos como por exemplo a
competicdo por espaco e/ou nutrientes, antibiose por metabolitos secundarios e
hiperparasitismo, ou métodos indiretos como a inducdo de resisténcia (Kohl et al., 2019).
Alguns microrganismos possuem a capacidade de estimular o processo de inducdo de
resisténcia sistémica das plantas (ISR) onde as respostas de defesa sdo preparadas para
hipersensibilizar as plantas a infeccdo de patdgenos ou ataque de pragas, as vias de sinalizacdo
ativadas sdo as do acido jasmdnico, etileno e &cido salicilico (Galletti et al., 2020; Grady et al.,
2016). Neste caso, 0 microrganismo de biocontrole secreta elicitores como compostos volateis,
enzimas, proteinas e/ou espécies reativas de oxigénio, que a planta reconhece e, em
consequéncia, desencadeia o processo de ISR (Grady et al., 2016).

Em outros casos, antagonistas ativam a imunidade basal da planta aumentando a
expressdo de genes relacionados a producdo de enzimas de defesa como catalase (CAT),
peroxidase (POD), superdxido dismutase (SOD) e glutationa redutase (GR) (Alquéres et al.,
2013; Jiang et al, 2019). A alta atividade de POD pode interferir na producdo de suberina,
melanina e lignina, essas substancias promovem fortalecimento da parede celular, perfazendo
uma barreira mecénica que dificulta a penetracdo do patdgeno (Choudhary et al., 2017). Durante
0 processo de infeccdo dos patdgenos ocorre acimulo de perdxido de hidrogénio (H202) nos

tecidos vegetais. Essas moléculas sdo conhecidas como espécies reativas de oxigénio (EROs) e
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causam estresse oxidativo. Enzimas como CAT, POD, SOD e GR sdo responsaveis por manter
o0 equilbrio de EROs nos tecidos, protegendo as plantas ao estresse e desfavorecendo a fase
necrofila induzida por patdgenos (Maschietto et al., 2016).

Outro mecanismo de controle bioldgico utilizado por bactérias é a formagdo de biofilme
nas raizes, a estrutura complexa cuja formacdo € regulada por quérum sensing é composta por
exopolissacarideos e proteinas e tem como funcdo proteger as células de agressdes fisico-
quimicas (Camele et al., 2019; Timmusk et al., 2019). Bacterias do género Streptomyces sao
produtores de compostos antimicrobianos interessantes para o controle bioldgico. Entretanto, a
multiplicacdo destes microrganismos em larga escala é complexa e limita a formulacdo de
produtos comerciais (Zacchetti et al., 2018). Pseudomonas é um género de bactérias promotoras
de crescimento de plantas, que contribui para a supressividade de doencas no solo e protege a
planta contra patogenos. Uma limitacdo desse sistema é a vida curta de prateleira (Arriel-Elias
et al., 2018; Lee etal., 2019; Wang et al., 2020).

Os antagonistas bacterianos mais utilizados no controle biologico sdo espécies do
género Bacillus, devido a gama de compostos bioativos que produzem. Estes microrganismos
sintetizam compostos antimicrobianos, fungitoxicos e induzem a resisténcia sistémica no
vegetal. Dentre 0os compostos produzidos, iturina, surfactina e fengicina sdo os relatados com
maior frequéncia (Moreno-Velandia et al., 2019; Ntushelo et al, 2019). A capacidade destes
microrganismos em produzir endésporos e por serem facilmente multiplicados em meio liquido
representa uma vantagem comercial para formulacdo de produtos estaveis com capacidade de
armazenamento por prazo prolongado (Khedher etal., 2021).

A pulverizacdo de Bacillus subtilis em meldo induziu a formagdo de biofilme no
filoplano e protegeu as plantas contra doencas foliares, a capacidade de biocontrole neste caso
esta atribuida a producdo de surfactina pela bactéria, o biofilme garante persisténcia da
pulverizacdo nas folhas (Zeriouh et al., 2013). Paenibacillus polymyxa, quando pulverizado em
plantas de trigo induziu a formacdo de biofilme com polissacarideos competentes ao

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

2.4 Paenibacillus polymyxa

Espécies do género Paenibacillus se apresentam em forma de bastonetes aerdbios ou
anaerobios facultativos e possuem capacidade de formar endosporos, devido a essas
caracteristicas morfologicas esses organismos foram anteriormente inclusos no género Bacillus

(Grady et al., 2016). A proposta para criagdo do novo género foi baseado em caracteristicas
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fenotipicas e andlises comparativas no gene 16S. O nome do género deriva do latim paene e
significa “quase”, sendo Paenibacillus descrito como um microrganismo quase Bacillus (Ash
et al., 1993). Este género 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 € caracterizada como bactérias gram-positiva formadoras de
esporos, que possuem flagelos peritriquios e podem ser encontradas no solo em associacdo com
gramineas como milho, sorgo, cevada e o trigo. Essa bactéria tem capacidade de se desenvolver
como endofito e como epifita, e também ja 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 aquisicdo de nutrientes como fosforo (P), através da
producdo de acido glucdnico, nitrogénio (N), utilizando o mecanismo de transformacdo do N
atmosférico (N2) em aménia (NHz) e ferro (Fe), pela producdo de siderdforos. Devido a estes
mecanismos, estas bactérias podem auxiliar o desenvolvimento de algumas plantas e sdo
denominadas rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCP) (Grady et al., 2016;
Langendries e Goormachtig, 2021).

Paenibacillus polymyxa ndo somente aumenta da biodisponibilidade de nutrientes, mas
também consegue induzir o crescimento de plantas pela producdo de fitohormbnios como &cido
indol-3-acético (AlA), citocinina e etileno (Daud et al., 2019; Langendries e Goormachtig,
2021). A inoculagdo de Arabidopsis thaliana com P. polymyxa E681 promoveu o crescimento
da planta. Utilizando analise de protedmica foi possivel identificar uma maior expressdo de
AIA em plantas inoculadas quando comparadas com o controle (Kwon et al., 2016). O emprego
de técnicas bioldgicas utilizando P. polymyxa pode reduzir a dependéncia de fertilizantes
quimicos, que podem poluir 0 ambiente e ser toxicos a humanos e animais (Grady et al., 2016;
Daud etal., 2019).

Paenibacillus polymyxa é conhecida por sua capacidade de produzir uma variedade de
metabdlitos bioativos. Os compostos antimicrobianos polimixina e fusaricidina sdo produzidos
exclusivamente por este microrganismo. A polimixina é um antibiotico especifico para
bactérias gram-negativas e as fusaricidinas s80 compostos com acdo antibacteriana e
antifingica altamente especifico ao género Fusarium (Qiu et al.,, 2019; Raza et al., 2015; Soni
etal., 2021). A aplicacdo de P. polymyxa no solo promove a reducéo de Fusarium e favorece o
crescimento de grupos de microrganismos benéficos como os géneros 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 expressdo de enzimas
antioxidantes e enzimas relacionadas com o estresse. A inoculacdo desta rizobactéria aumentou
a expressao de proteinas como a glutationa transferase e ascorbato peroxidase em plantas de A.
thaliana. Estas enzimas sinalizam e ativam o metabolismo do &cido jasmonico, sensibilizando
a planta a ataques de fitopatégenos (Kwon et al., 2016).

No entanto, a eficiéncia do controle biologico nem sempre dependera apenas do
antagonista, também interferem no resultado os metodos de aplicagdo, a concentracdo do
in6culo, 0 momento ideal de aplicacdo e a formulacdo do inoculante. Algumas estratégias de
preparo incluem encapsulamento em amido e adicdo de protetores UV, que criam um
microclima ideal para proteger os microrganismos de condicGes adversas. Substancias adesivas
e umectantes também sdo utilizados com a finalidade de garantir aderéncia do inoculo e
prevenir a evaporagéo, respectivamente (Feng et al., 2019; Herrera et al., 2020; Nayaka et al.,
2010). Com isso, conhecimento sobre o timing ideal de aplicacdo do antagonista, bem como

sobre formulagdes mais eficientes, podem contribuir para o sucesso da medida.

REFERENCIAS

ABDALLAH, Y., YANG, M., ZHANG, M., MASUM, M.M.l, OGUNYEMI, S.O.,
HOSSAIN, A., AN, Q., YAN, C. and LI, B. 2019. Plant growth promotion and suppression of
bacterial leaf blight in rice by Paenibacillus polymyxa Sx3. Letters in Applied Microbiology.
vol. 68, pp. 423-429. doi:10.1111/lam.13117.

AGUADO, A., SAVOIE, JM., CHEREAU, S., DUCOS, C., AGUILAR, M., FERRER, N.,
AGUILAR, M., PINSON-GADAIS, L. and RICHARD-FORGET, F. 2019. Priming to protect
maize from Fusarium verticillioides and its fumonisin accumulation. Journal of the Science of
Food and Agriculture. vol. 99, pp. 64-72. doi: 10.1002/jsfa.9142.

ALQUERES, S., MENESES, C., ROUWS, L., ROTHBALLER, M., BALDANI, I., SCHMID,
M. and HARTMANN, A. 2013. The bacterial superoxide dismutase and glutathione reductase
are crucial for endophytic colonization of rice roots by Gluconacetobacter diazotrophicus
PALS. Molecular Plant-Microbe Interactions. vol. 26, pp. 937—
945.http://dx.doi.org/10.1094/MPMI-12-12-0286-R.

ANVISA, Indice  monografico —  Thiram, acesso  em  02/05/2021 <
https://Awww.gov.br/anvisa/pt-
br/setorregulado/regularizacao/agrotoxicos/monografias/monografias-autorizadas/t/4529json-
file-1>

ARRIEL-ELIAS, M.T., OLIVEIRA, M.lS., SILVA-LOBO, V.L., FILIPPI, M.C.C,
BABANA, A.H., CONCEIC;AO, E.C. and CORTES, M.V.C.B. 2018. Shelf life enhancement
of plant growth promoting rhizobacteria using a simple formulation screening method. African
Journal of Microbiology Research. vol. 12, pp. 115-126. doi: 10.5897/AJMR2017.8787.


http://dx.doi.org/10.1094/MPMI-12-12-0286-R

16

ARYSTA LIFESCIENCE - FISPQ, Ficha de Informacdo de Seguranca de Produto Quimico —
Captan 750 TS, p 1-10 acesso em 02/05/2021 <
https://cloud.cnpgc.embrapa.br/igu/category/s12-administracao/c42-
gestao/administracao/srh/fispg/laboratorios/Captan%20750%20 TSRev04.pdf >

ASH, C., PRIEST, F.G. and COLLINS, D. 1993. Molecular identification of rRNA group 3
bacilli (Ash, Farrow, Wallbanksand Collins) using a PCR probe test - Proposal for the creation
of a new genus Paenibacillus. Antonie van Leeuwenhoek. vol. 64, pp. 253-260. doi:
10.1007/BF00873085

BRESSAN, W. and FIGUEIREDO, J.E.F. 2003. Controle de Fusarium moniliforme em
sementes de milho por actinomicetos. Comunicado Técnico. vol 65, pp. 1-4.

CAMELE, I., ELSHAFIE, H.S., CAPUTO, L., SAKR, S.H. and FEO, V. 2019. Bacillus
mojavensis: biofilm formation and biochemical investigation of its bioactive metabolites.
Journal of Biological Research. vol. 92, pp. 39-45. doi:10.4081/jbr.2019.8296.

CHOUDHARY, R.C., KUMARASWAMY, R.V., KUMARI, S., SHARMA, S. S., PAL, A,
RALIYA, R., BISWAS P. and SAHARANV. 2017. Cu-chitosan nanoparticle boost defense
responses and plant growth in maize (Zea mays L.) Scientific Reports. vol. 7, artigo 9754.
https://doi.org/10.1038/s41598-017-08571-0.

CHULZE, S.N. 2010. Strategies to reduce mycotoxin levels in maize during storage: a review.
Journal Food Additives & Contaminants: Part A. vol. 27, pp. 651-657. doi:
10.1080/19440040903573032.

CICOLIN, L.O. M. and OLIVEIRA, AR. 2016. Avaliacdo de desempenho do processo
logistico de exportacdo do milho brasileiro: uma aplicacdo da andlise envoltéria de dados —
DEA. Journal of Transport Literature. vol. 10, pp. 30-34. https//doi.org/10.1590/2238-
1031.jtl.v10n3a6.

CONAB. Companhia Nacional de Abastecimento. 2021. Acompanhamento da safra brasileira
de gréos, safra 2020/21 - Sétimo levantamento, v. 8.

COSTA, R.V,, SIMON, J.,, COTA, L.V, SILVA, D.D., ALMEIDA, R.E.M., LANZA, F.E.,
LAGO, B.C., PEREIRA, A.A., CAMPOS, L.J.M. and FIGUEIREDO, J.E.F. 2019. Yield losses
in off-season corn crop due to stalk rot disease. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, vol. 54, pp.
1-10. doi:10.1590/51678-3921.pab2019.v54.00283.

CROMPTON - FISPQ, Ficha de Informacdo de Seguranca de Produto Quimico — Vitavax
Thiram 200 SC, p 1-9 acesso em 02/05/2021 <
https://cloud.cnpgc.embrapa.br/igu/category/s12-administracao/c42-
gestao/administracao/srh/fispg/campoexperimental/VITAVAX_FISPQ.pdf >

DAUD, N.S., MOHD DIN, ARJ., ROSLI, M.A., AZAM, ZM., OTHMAN, N.Z. and
SARMIDI, M.R. 2019. Paenibacillus polymyxa bioactive compounds for agricultural and
biotechnological applications. Biocatalysis and Agricultural Biotechnology. vol. 18, pp. 1-7.
doi:10.1016/j.bcab.2019.101092.


https://doi.org/10.1038/s41598-017-08571-0
https://doi.org/10.1590/2238-1031.jtl.v10n3a6
https://doi.org/10.1590/2238-1031.jtl.v10n3a6

17

FENG, J., DOU, J., WU, Z,, YIN, D. and WU, W. 2019. Controlled release of biological control
agents for preventing aflatoxin contamination from starch—alginate beads. Molecules. vol. 24,
pp. 1-18. 1858. doi: 10.3390/molecules24101858.

FINGSTAG, M.D., CASA, R.T., BOGO, A., KUHNEM, P., SANGOI, L., VALENTE, J.B.,
BEVILAQUA, D. FIORENTIN, O.A. and GONCALVES, M.J. 2019. Fungicide performance
on Fusarium meridionale control, grain yield and grain damage in maize. Summa
Phytopathologica. vol. 45, pp. 265-271. https//doi.org/10.1590/0100-5405/193255.

FRANCO, L.T., PETTA, T., ROTTINGHAUS, G.E., BORDIN, K., GOMES, G.A. and
OLIVEIRA, C.AF. 2019. Co-occurrence of mycotoxins in maize food and maize-based feed
from small-scale farms in Brazil: a pilot study. Mycotoxin Research. vol. 35, pp. 65-73.
doi:10.1007/s12550-018-0331-4.

GAIGE, AR., TODD, T. and STACK, J.P. 2020. Interspecific competition for colonization of
maize plants between Fusarium proliferatum and Fusarium verticillioides. Plant Disease. vol.
104, pp. 1-9. https://doi.org/10.1094/PDIS-09-19-1964-RE.

GALLETTI, S., PARIS, R. and CIANCHETTA, S. 2020. Selected isolates of Trichoderma
gamsii induce different pathways of systemic resistance in maize upon Fusarium verticillioides
challenge. Microbiological Research. vol. 233, pp. 1-15. doi: 10.1016/j.micres.2019.126406.

GRADY, E.N., MACDONALD, J., LIU, L., RICHMAN, A. and YUAN, Z. 2016. Current
knowledge and perspectives of Paenibacillus: a review. Microbial Cell Factories. vol. 15, pp.
1-18. doi: 10.1186/512934-016-0603-7.

HERRERA, W., VALBUENA, O. and PAVONE-MANISCALCO, D. 2020. Formulation of
Trichoderma asperellum TV190 for biological control of Rhizoctonia solani on corn seedlings.
Egyptian Journal of Biological Pest Control. vol. 30, pp. 1-8. https//doi.org/10.1186/s41938-
020-00246-9.

JIANG, C.H., YAO, X-F., MI, D-D,, LI, Z-J., YANG, B-Y, ZHENG Y., QI Y-J. and GUO, J-
H. 2019. Comparative transcriptome analysis reveals the biocontrol mechanism of Bacillus
velezensis F21 against Fusarium wilt on watermelon. Frontiers in Microbiology. vol. 10, pp. 1-
17. doi: 10.3389/fmich.2019.00652. eCollection 2019.

JUDICIAL COMMISSION OF THE INTERNATIONAL COMMITTEE ON SYSTEMATICS
OF PROKARYOTES. 2005. The type species of the genus Paenibacillus Ash et al. 1994 is
Paenibacillus polymyxa. Opinion 77. Int J Syst Evol Microbiol. vol.55, pp. 513-513. doi:
10.1099/ijs.0.63546-0.

KHEDHER, S.B., MEJDOUB-TRABELSI, B. and TOUNSI, S. 2021. Biological potential of
Bacillus subtilis V26 for the control of Fusarium wilt and tuber dry rot on potato caused by
Fusarium species and the promotion of plant growth. Biological Control. vol. 152, pp. 1-10,
https://doi.org/10.1016/j.biocontrol.2020.104444.

KOHL, J., KOLNAAR, R. and RAVENSBERG, W.J. 2019. Mode of action of microbial
biological control agents against plant diseases: relevance beyond efficacy. Frontiers in Plant
Science. vol. 10, pp. 1-19. https//doi.org/10.3389/1p1s.2019.00845.


https://doi.org/10.1590/0100-5405/193255
https://doi.org/10.1094/PDIS-09-19-1964-RE
https://doi.org/10.1186/s41938-020-00246-9
https://doi.org/10.1186/s41938-020-00246-9
https://doi.org/10.1016/j.biocontrol.2020.104444
https://doi.org/10.3389/fpls.2019.00845

18

KWON, Y.S,, LEE, D.Y., RAKWAL R., BAEK, S.B.,, LEE, JH.,, KWAK, Y.S, SEO, J.S,,
CHUNG, W.S., BAE, D.W. and KIM, S.G. 2016. Proteomic analyses of the interaction between
the plant-growth promoting rhizobacterium Paenibacillus polymyxa E681 and Arabidopsis
thaliana. Proteomics and Systems Biology. vol, pp. 122-135
https://doi.org/10.1002/pmic.201500196.

LANGENDRIES, S. and GOORMACHTIG, S. 2021. Paenibacillus polymyxa, a jack-of-all-
trades. Environmental Microbiology. doi: 10.1111/1462-2920.15450. Epub ahead of print.
PMID: 33684235.

LANZA, F.E., ZAMBOLIM, L., COSTA, RYV. FIGUEIREDO, J.EF. SILVA, D.D,
QUEIROZ, V. AV., GUIMARAES, E.A. and COTA, L.V. 2017. Symptomatological aspects
associated with fungal incidence and fumonisin levels in corn kernels. Tropical. Plant
Pathology. vol. 42, pp. 304-308. DOI: 10.1007/s40858-017-0148-2.

LEE, B., FARAG, M.A,, PARK, H.B., KLOEPPER, JW., LEE, S.H. and RYU, C.M. 2012.
Induced resistance by a long-chain bacterial volatile: elicitation of plant systemic defense by a
C13 wvolatile produced by Paenibacillus polymyxa. PLoS One. vol. 7, pp. 1-11.
doi:10.1371/journal.pone.0048744.

LEE, Y., LEE, N., JEONG, Y., HWANG, S., KIM, W., CHO, S., PALSSON, B.O. and CHO,
B.K. 2019. The transcription unit architecture of Streptomyces lividans TK24. Frontiers in
Microbiology. vol. 10, pp. 1-13. https//doi.org/10.3389/fmicb.2019.02074.

LEGGIERI, M.C., GIORNI, P., PIETRI, A. and BATTILANI, P. 2019. Aspergillus flavus and
Fusarium verticillioides interaction: modeling the impact on mycotoxin production. Frontiers
in Microbiology. vol. 10, pp. 1-10. https://doi.org/10.3389/fmicb.2019.02653.

LEYVA-MADRIGAL, K.Y., SANDOVAL-CASTRO, E., CALDERON-VAZQUEZ, C.L.,
LARRALDE-CORONA, C.P. and MALDONADO-MENDOZA, L.E. 2017. Pathogenic and
genetic variability of Fusarium verticillioides from maize in northern Mexico. Canadian
Journal of Plant Pathology. vol. 39, pp. 486-496.
https://doi.org/10.1080/07060661.2017.1378726.

MAPA, Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento. Agrostat — Estatistica de
comércio exterior do agronegdcio brasileiro. Acesso em 23/04/2021, disponivel em <
httpz//indicadores.agricultura.gov.br/agrostat/index. htm>

MASCHIETTO, V., LANUBILE, A., LEONARDIS, S.D., MAROCCO, A. and PACIOLLA,
C. 2016. Constitutive expression of pathogenesis-related proteins and antioxydant enzyme
activities triggers maize resistance towards Fusarium verticillioides. Journal of Plant
Physiology. vol. 200, pp. 53-61. https//doi.org/10.1016/j.jplph.2016.06.006.

MORENO-VELANDIA, C.A., IZQUIERDO-GARCIA, L.F., ONGENA, M., KLOEPPER,
JW. and COTES A.M. 2019. Soil sterilization, pathogen and antagonist concentration affect
biological control of Fusarium wilt of cape gooseberry by Bacillus velezensis Bs006. Plant
Soil. vol. 435, pp. 39-55. ttps//doi.org/10.1007/s11104-018-3866-4.

NAYAKA, S.C., NIRANJANAA, S.R,, SHANKARA, A.C.U, RAJA, S.N., REDDYB, M.S.,
PRAKASHA, H.S. and MORTENSENC, C.N. 2010. Seed biopriming with novel strain of
Trichoderma harzianum for the control of toxigenic Fusarium verticillioides and fumonisins in


https://doi.org/10.1002/pmic.201500196
https://doi.org/10.3389/fmicb.2019.02074
https://doi.org/10.3389/fmicb.2019.02653
https://doi.org/10.1080/07060661.2017.1378726
http://indicadores.agricultura.gov.br/agrostat/index.htm
https://doi.org/10.1016/j.jplph.2016.06.006

19

maize. Archives of Phytopathology and Plant Protection. wvol. 43, pp. 264-282.
doi.org/10.1080/03235400701803879.

NGUYEN, P.A., STRUB, C., DURAND, N., ALTER, P., FONTANA, A. and SCHORR-
GALINDO, S. 2018. Biocontrol of Fusarium verticillioides using organic amendments and
their  actinomycete isolates. Biological Control.  wvol. 118,  pp. 55-66.
https://doi.org/10.1016/j.biocontrol.2017.12.006.

NTUSHELO, K., LEDWABA, L.K., RAUWANE, M.E., ADEBO, O.A. and NJOBEH, P.B.
2019. The mode of action of Bacillus species against Fusarium graminearum, tools for
investigation, and future prospects. Toxins. vol. 11, pp. 1-14. doi:10.3390/toxins11100606.

OLIVEIRA, D.H., YAMAGUCHI, M.M., TONIAL, I.B. and COELHO, A.R. 2020.
Ocorréncia de fumonisinas em milho e derivados, destinados & alimentacdo humana. Brazilian
Journal of Development. vol. 6, pp.31305-31321. doi:10.34117/bjdven5-550.

OSMAN, A.G., SHERIF, AM., ELHUSSEIN, A.A. and MOHAMED, A.T. 2012. Sensitivity
of some nitrogen fixers and the target pest Fusarium oxysporum to fungicide thiram.
Interdisciplinary toxicology. vol. 5, pp. 25-29. https//doi.org/10.2478/v10102-012-0005-6.

QIU, S., AVULA, B., GUAN, S., RAO, R.R.,, WANG, M., ZHAO, J., KHAN, I.A., HINCHEE,
M. and LI, X.C. 2019. Identification of fusaricidins from the antifungal microbial strain
Paenibacillus sp. MS2379 using ultra-high performance liquid chromatography coupled to
quadrupole time-of-flight mass spectrometry. Journal of Chromatography A. vol. 1586, pp. 91-
100. doi: 10.1016/j.chroma.2018.12.007.

RAZA, W., YUAN, J., WU, Y.C., RAJER, F.U. HUANG, Q. and QIRONG, S. 2015.
Biocontrol traits of two Paenibacillus polymyxa strains SQR-21 and WR-2 in response to
fusaric acid, a phytotoxin produced by Fusarium species. Plant Pathology. vol. 64, pp. 1041-
1052. doi.org/10.1111/ppa.12354.

REIS, T.A., OLIVEIRA, T.D., ZORZETE, P., FARIA, P. and CORREA B. 2020. A non-
toxigenic Aspergillus flavus strain prevents the spreading of Fusarium verticillioides and
fumonisins in maize - Short communication. Toxicon. vol. 181, pp. 6-8.
doi.org/10.1016/j.toxicon.2020.04.091.

RONG, L.B., GONG, K.Y., DUAN, F.Y,, LI, S.K., ZHAO, M., HE, J., ZHOU, W.B. and YU,
Q. 2021. Yield gap and resource utilization efficiency of three major food crops in the world —
A review, Journal of Integrative Agriculture. wvol. 20, pp. 349-362.
https//doi.org/10.1016/S2095-3119(20)63555-9.

ROSA JUNIOR, O.F.,, DALCIN, M.S., NASCIMENTO, V.L., HAESBAERT, F.M.,,
FERREIRA, T.P.S., FIDELIS, R.R., SARMENTO, R.A., AGUIAR, RW.S., OLIVEIRA, E.E.
and SANTOS, G.R. 2019. Fumonisin production by Fusarium verticillioides in maize
genotypes cultivated in different environments. Toxins, wvol. 11, pp. 1-16. doi
10.3390/toxins11040215.

SHI, L., DU, N., SHU, S., SUN, J,, LI, S. and GUO, S. 2017. Paenibacillus polymyxa NSY50
suppresses Fusarium wilt in cucumbers by regulating the rhizospheric microbial community.
Scientific Reports. vol. 7, pp. 1-13. doi: 10.1038/srep41234.


https://doi.org/10.1016/j.biocontrol.2017.12.006
https://doi.org/10.2478/v10102-012-0005-6
https://doi.org/10.1016/S2095-3119(20)63555-9

20

SONI, R., RAWAL, K. and KEHARIA, H. 2021. Genomics assisted functional characterization

of Paenibacillus polymyxa HK4 as a biocontrol and plant growth promoting bacterium.
Microbiological Research. vol. 248, pp. 1-14. doi.org/10.1016/].micres.2021.126734.

TIMMUSK, S., COPOLOVICI, D., COPOLOVICI, L., TEDER, T., NEVO, E. and BEHERS,
L. 2019. Paenibacillus polymyxa biofilm polysaccharides antagonise Fusarium graminearum.
Scientific Reports. vol. 9, pp.1-11. doi.org/10.1038/s41598-018-37718-w.

USDA. United States Departament of Agriculture. 2021. Word Agricultural Production,
Foreign Agricultural Service.

WANG, X., TANG, D. and WANG, W. 2020 Improvement of a dry formulation of
Pseudomonas protegens SN15-2 against Ralstonia solanacearum by combination of
hyperosmotic cultivation with fluidized-bed drying. BioControl. wvol. 65, pp. 751-761.
doi.org/10.1007/s10526-020-10042-x.

WU, L., WANG, X.-M., XU, R. and LI, H. 2013. Difference between resistant and susceptible
maize to systematic colonization as revealed by DsRed-labeled Fusarium verticillioides. The
Crop Journal. vol. 1, pp. 61-69. doi.org/10.1016/j.cj.2013.07.004.

WU, L., WANG, X.-M., XU, R.-Q. and LI, H.-J. 2011. Root infection and systematic
colonization of dsred-labeled Fusarium verticillioides in maize. Acta Agronomica Sinica. vol.
37, pp. 793-802. doi.org/10.1016/S1875-2780(11)60023-0.

YIGERMAL, H., NAKACHEW, K. and ASSEFA, F. 2019. Effects of integrated nutrient
application on phenological, vegetative growth and yield-related parameters of maize in
Ethiopia: A review. Journal Cogent Food & Agriculture. vol. 5. pp. 2-13. dot
10.1080/23311932.2019.1567998.

ZACCHETTI, B., SMITS, P. and CLAESSEN, D. 2018. Dynamics of pellet fragmentation and
aggregation in liquid-grown cultures of Streptomyces lividans. Frontiers in microbiology. vol.
9, pp. 1-10. doi.org/10.3389/fmich.2018.00943.

ZERIOUH, H., VICENTE, A., PEREZ-GARCIA, A. and ROMERO, D. 2013. Surfactin
triggers biofilm formation of Bacillus subtilis in melon phylloplane and contributes to the
biocontrol activity. Society for applied microbiology. wvol. 16, pp. 2196-2211. doi:
10.1111/1462-2920.12271.



21

CAPITULO 2

Controle de Fusarium verticillioides em milho por Paenibacillus polymyxa

Manuscrito de artigo cientifico, preparado para submissdo a revista “Brazlian Journal of

Biology”

Resumo

A associacdo entre o milho e Fusarium verticillioides € praticamente constante, mas pode-se
tornar indesejada quando o fungo causa doenca na cultura ou produz fumonisinas nos grdos. A
acdo de Paenibacillus polymyxa como agente de controle biologico (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 infeccdo do milho por F.
verticillioides e acompanhar a producdo de enzimas em resposta de defesa da planta a infecgdo
do fungo. Nos experimentos foi utilizada uma cepa da bactéria previamente selecionada, com
capacidade comprovada de inibir o crescimento do patdgeno in vitro. Em um experimento no
campo, com infeccdo de F. verticillioides, foi avaliado o efeito da aplicagdo de P. polymyxa
sobre a taxa de infeccdo dos grdos pelo patdgeno. Em outro experimento, conduzido em casa
de vegetacdo, foi avaliada a incidéncia e a severidade da podriddo do colmo, apos inoculagdo
com F. verticillioides e tratamentos com P. polymyxa. Nesse experimento, avaliou-se tambem
a producdo das enzimas de defesa fenilalanina amdnia-liase (PAL) e glutationa redutase (GR)
nas plantas de milho inoculadas com o fungo e o antagonista. Em campo, a pulverizagdo com
P. polymyxa reduziu a incidéncia de Fusarium em 16% em plantas naturalmente infectadas, e
em 25% em plantas inoculadas. A pulverizacdo de plantas com P. polymyxa em casa de
vegetacdo reduziu a severidade da podriddo do colmo em 33% em relagdo ao controle, e
aumentou a atividade da enzima GR. O tratamento de microbiolizacdo de sementes reduziu a
severidade da podriddo do colmo em 18%. Os resultados aqui obtidos abrem a perspectiva para
0 desenvolvimento de uma técnica para controle bioldgico da infeccdo causada por F.
verticillioides em milho, e proporcionar menor dependéncia das aplicacbes de defensivos
quimicos.

Palavras-chave: Controle bioldgico. Podriddo do colmo. Podriddo da espiga. Enzimas de
defesa. Resisténcia sistémica induzida. Bactéria antagbnica.
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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 Introdugdo

A cultura do milho (Zea mays L.) é afetada por varias doencas, que causam reducdo e
perdas de produtividade, mas também comprometem a qualidade do produto e derivados. A
podriddo do colmo e da espiga causada pelo fungo Fusarium verticillioides é uma das doencas
mais importantes na cultura. Este patogeno afeta a planta em todas as fases de desenvolvimento,
causando morte prematura das mudas, sintomas de podriddo no colmo e de espiga, e
consequentemente, contaminagdo dos grdos por fumonisinas (Naz et al., 2021). O manejo
quimico é frequentemente utilizado para o controle desse patdgeno em campo, no entanto, este
tipo de manejo de forma isolada pode aumentar os niveis de fumonisinas nos graos e prejudicar
0 meio ambiente causando poluicdo do solo e dos recursos hidricos (Bressan e Figueiredo,
2003; Guimardes etal. 2020 a, b).

A aplicacdo de microrganismos benéficos para controlar patdgenos em campo
representa uma alternativa viavel e complementar aos metodos quimicos. O tratamento de
sementes e a pulverizacdo com agentes de controle bioldgico podem proteger as plantas de
milho contra a infeccdo de F. verticillioides e reduzir o conteldo de fumonisinas nos graos
(Guimardes et al., 2020a; Pereira et al., 2012). Os mecanismos utilizados pelos antagonistas
incluem competicdo com o patdgeno por espaco e nutrientes, producdo de metabdlitos
secundarios que inibem o crescimento do patdgeno e/ou inducdo de resisténcia da planta (Kohl
et al., 2019). A bactéria Paenibacillus polymyxa produz uma gama de compostos interessantes
ao controle biologico, dentre eles destacam-se a fusaricidina a e polimixina. A fusaricidina é
um metabolito secundario que possui acdo antifungica a fungos filamentosos. A inibicdo de F.
verticillioides por fusaricidina ja foi comprovada (Han et al., 2017). A polimixina pode
comprometer o desenvolvimento das hifas de F. verticillioides e reduzir a produgdo de
fumonisina (Kim et al., 2010).

O objetivo desse estudo foi avaliar a capacidade de P. polymyxa em reduzir a incidéncia
e severidade de F. verticillioides em milho e avaliar a resposta de defesa da planta mediada por
enzimas como fenilalanina amoénia-liase (PAL) e glutationa redutase (GR). Nos experimentos
foi utilizada uma cepa previamente selecionada, com capacidade comprovada em inibir o
crescimento do patdgeno in vitro. Em um experimento no campo, com infecgdo natural e
artificial por F. verticillioides, foi avaliado o efeito da aplicacdo de P. polymyxa sobre a taxa de
infeccdo dos grdos pelo patdgeno. Em outro experimento, conduzido em casa de vegetacdo, foi
avaliada a incidéncia e a severidade da podriddo do colmo, apds inoculacdo com F.

verticillioides e tratamentos com a bactéria. As plantas de milho foram analisadas quanto a
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concentragdo 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 bioldégico da infeccdo causada por F.
verticillioides em milho, e proporcionar menor dependéncia as aplicacbes de defensivos

quimicos.

2 Material e Métodos
2.1 Avaliagdo do antagonismo de Paenibacillus polymyxa a Fusarium verticillioides in
vitro

Sete cepas bacterianas de P. polymyxa da Cole¢do de Microrganismos Multifuncionais
e Fitopatogénicos (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 &gar dextrose (BDA-Kasvi) e incubadas a 25
°C por 48 horas. A seguir, uma coldnia pura de cada bactéria foi transferida para meio liquido
caldo de soja tripticaseina (TSB-Kasvi) e incubada por 72 horas a 25 °C em agitacdo constante
(120 rpm). A concentragdo do indculo bacteriano foi ajustado para 108 UFC.mL™! por densidade
Gtica. O isolado de Fusarium verticillioides CML 2743 foi incubado em meio BDA a 25 °C por
7 dias. Para preparo do inoculo, dois discos de 5mm retirados da colonia foram transferidos
para meio liquido de Batata Dextrose e incubados por 48h a 25 °C sob agitacdo de 150rpm para
producdo de conidios. A suspensdo foi filtrada e a concentracdo de conidios ajustada em camara

de Neubauer para 10° conidios.mL! (Guimarées et al., 2020a, modificado).

Antagonismo por confronto direto em meio batata dextrose agar (BDA) e meio extrato de malte
(EM). Foram plaqueados 10pL da suspensdo de conidios do fungo no centro de cada placa de
9cm e em quatro pontos equidistantes foi posto o indculo de 10uL das solugdes padronizadas
da cepa bacteriana. O ensaio foi montado em triplicata para cada uma das sete cepas bacterianas.
O controle consistiu em apenas a inoculacdo do fungo. As placas foram incubadas na BOD a
25 °C e luz constante por 12 dias. O desenvolvimento da colonia do fungo e os halos de inibicdo
foram monitorados e a porcentagem de inibicdo foi calculada utilizando a formula Abbott
(1925) (T-t)*100/T, onde “T” é a area de crescimento do fungo na placa controle e “t” é a area

de crescimento do fungo no confronto direto.

Antagonismo em graos de milho triturado. 50 g de grdos de milho triturado foram distribuidos

em frascos Erlenmeyers e autoclavados por duas vezes a 120 °C por 30 minutos (Costa et al.,
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2012). Apos o arrefecimento do substrato foi feito o indculo 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
inbculo de 2 mL da suspensdo de conidios de F. verticillioides (Abd El Daim et al, 2015
modificado). Os frascos foram mantidos em BOD por 7 dias. Posteriormente, 14 grdos foram
transferidos para o meio é4gar-dgua com adicdo de estreptomicina (20mg.L1) para inibir o
crescimento da bactéria e verificar a viabilidade dos esporos inoculados. As placas foram
mantidas em BOD por 7 dias e apds esse periodo 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 incidéncia e frequéncia de Fusarium
verticilloides em gréos de milho em condicdo de campo

O experimento de campo foi desenvolvido na estacdo experimental da Embrapa Milho
e Sorgo em Sete Lagoas — MG, utilizando o milho hibrido DKB 390. O experimento foi
organizado em quatro tratamentos sendo (i.) aplicagdo somente da bactéria; (ii.) aplicacdo da
bactéria, depois o fungo; (iii.) somente o fungo; e (iv.) somente dgua. O ensaio foi montado em
delineamento de blocos casualisados, com quatro repeticdes por tratamento. As parcelas foram
constituidas de seis linhas de 6 metros (0,8 metros entre linhas e 5 plantas/metro). A adubacdo
de plantio foi realizada com 500 kg por hectare de NPK (8-28-16) e apds 7 e 14 dias de plantio
foi feita a adubacdo de cobertura com 200 kg por hectare de ureia (45% de nitrogénio).

O concentrado bacteriano e a suspensdo de conidios do fungo foram preparadas como
descrito no item 1. Na calda de pulverizacdo foi adicionado 1 mL.L-1 de espalhante adesivo
Energic (Syngenta). Dez dias ap6s a emissdo dos estilo estigmas (estagio fenologico R1) foi
realizado o tratamento com antagonista em quatro linhas centrais da parcela (til, no qual 4 mL
do inoculo de P. polymyxa (Lis 03) foi pulverizado por planta. A inoculacdo do fungo foi
realizada com a injecdo de 5 mL da suspensdo de conidios em cada espiga 7 dias apos a
pulverizagdo do antagonista. No final do ciclo da cultura foram coletadas as espigas de duas

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

2.3 Blotter test

A incidéncia de Fusarium verticillioides nos grdos de miho foi determinada pelo
método de blotter test (Michail, 1985). No total, 100 grdos provenientes de cada tratamento, 25
grdos por parcela, foram submetidos ao processo de desinfestacdo superficial. Os grdos foram

imersos em alcool 70% por 30 seg e hipoclorito 2% por 2 min, em seguida lavados em éagua
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esterilizada e secos em papel filtro. Os gréos desinfestados foram distribuidos em placas de 20
cm contendo trés folhas de papel filtro estéreis umedecido e embebido em solucdo agar-agua
(15 g.LY). As placas foram mantidas em BOD a 20 °C por 24 h com fotoperiodo de 12 h. Em
seguida, foi realizado o congelamento a -5 °C dos grédos por 24h para inibicdo da germinagao.
Por fim, as placas foram transferidas para a BOD nas mesmas condicdes descritas anteriormente
por 7 dias. A identificacdo dos morfotipos foi feita em microscopio dptico, comparando a
morfologia observada com a descrita na literatura para as espécies de Fusarium (Leslie e
Summerell, 2006). As caracteristicas e estruturas avaliadas foram formato e origem de
microconidios, producdo de microconidios em cadeias ou apenas em falsas cabecas, tipos de

fidlides e origem da formagdo de macroconidio.

2.4 Efeito de Paenibacillus polymyxa na severidade da podriddo do colmo induzida por
Fusarium verticillioides

O experimento foi instalado na casa de vegetacdo 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 calcario dolomitico 2t.hal. No solo foi adicionado adubacéo convencional
NPK (08-28-16) e adubacdo de cobertura 1g de ureia por vaso 15 e 30 dias ap6s o plantio.
Foram semeadas 5 sementes do hibrido 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 microbiolizagdo com a cepa Lis 03. A bactéria foi multiplicada como citado
anteriormente, a proporcédo de indculo foi 7,5 mL.kg! de sementes e adicdo de 0,5 g de adesivo

Bioma Fix (Bioma).

Tabela 1 - Tratamentos utilizados no ensaio de casa de vegetacao

Tratamento | Descri¢do

1 Semente microbiolizada + pulverizagdo Lis 03

Semente microbiolizada + pulverizagdo Lis 03 + fungo
Semente microbiolizada
Semente microbiolizada + fungo
Pulverizagéao Lis 03
Pulverizacédo Lis 03 + fungo
Controle negativo (4gua)

Controle positivo (fungo)
Fonte: Da autora (2021)

00O NOoO Ol b WD

Quinze dias ap6s a germinacdo foi feito o desbaste deixando trés plantas por vaso. A

pulverizacdo da cepa Lis 03 ocorreu ap0s as plantas atingirem o estagio fenoldgico V4,
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utilizando os mesmos parametros para preparo da calda e pulverizagdo descritos anteriormente.
Cinco dias apds a aplicacdo do antagonista foi feito a inoculacdo no colmo das plantas com 2
mL da suspensdo de esporos do fitopatogeno utilizando seringa estéril. Para a avaliacdo da
expressao enzimatica, foram feitas coletas de material vegetal a cada trés dias apds inocula¢éo
do patdgeno. As lesdes do colmo foram avaliadas 25 dias ap6s a inoculacdo em notas de um a
oito de acordo com a escala diagramatica desenvolvida por Nicoli et al. (2015). A porcentagem
de reducdo da podriddo foi calculada pela formula proposta por Abbott (1925) (T-t)*100/T,
onde “T” representa a porcentagem da podriddo do colmo no tratamento controle e “t” a
porcentagem da podriddao do colmo dos tratamentos com o antagonista.

2.5 Quantificacdo da atividade de enzimas de defesa

Os tecidos vegetais foram macerados em almofariz com adicdo de nitrogénio liquido
para obtencdo de um pd fino, este foi transferido para tubos Eppendorfs volume 2 mL
preenchendo ¥ do volume, os extratos enzimaticos (EE) foram obtidos através da adicdo de 40
pL de Polivinilpirrolidona (PVP) e tampdo de extracdo Tris HCl 50 mM pH 7,6 até completar
0 volume do tubo. As amostras foram agitadas em vértex a 3000 rpm por 1 min. Em seguida,
0s tubos foram centrifugados a 9300 g por 5 min, o sobrenadante foi transferido para um tubo
novo e utilizado para quantificacio de proteinas totais (Bradford, 1976), fenilalanina
amonialiase (PAL) e glutationa redutase (GR). A reacdo para quantificacdo de proteinas totais
consistiu em 10 pL de EE, 20 pL de tampdo fosfato de potassio 100 mM pH 7,0 e 170 pL do
reagente Bradford. A quantificacdo das proteinas ocorreu em espectrofotdmetro Epoch (Biotek)
a A 595 nm utilizando o software Gen5 Data Analysis (Biotek).

O ensaio para quantificagdo da PAL foi montado em um volume final de 200 L, sendo
10 pL do EE, 50 pL de L-fenilalanina a 50 mM e 140 pL de tampéo Tris-HCI 50mM (pH 7,6).
A hidrdlise do substrato L-fenil gera como produto o &cido trans-cindmico que foi quantificado
no comprimento de onda A 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 oxidacdo de
NADPH ¢é monitorada em espectrofotdmetro no comprimento A 340 nm. As reagdes consistiram
de 40 pL de EE, 50 mM de tampao Tris-HCI (pH 7,6), NADPH 0,15 mM, MgCl 3 mM e
glutationa (GSSG) 1 mM. As proteinas totais foram quantificadas pelo método de Bradford
(1976) onde foi obtida uma curva padrdo de proteinas totais com albumina de soro bovino
(BSA) nas concentracdes de 0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0 e 4,5 Ug de proteina. Essa

curva padrdo foi utilizada para transformar as leituras das amostras correspondentes aos EE na
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leituras do espectrofotdmetro em dados de concentracdo de proteina solivel. Assim, os valores

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

3 Anédlise de estatistica

Os dados foram testados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e
homogeneidade pelo teste de Bartlett e submetidos a analise de variancia (ANOVA). Quando
os tratamentos foram significativos e atenderam aos pressupostos, as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey (p <0,05). As analises foram desenvolvidas utilizando o software R studio
versdo 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 inibicdo oscilaram entre 81,22 a 72,68, no entanto os valores
ndo 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 inibicdo ao patdgeno
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

producdo de metabdlitos secundarios.

Tabela 2 - Inibicdo de Fusarium verticillioides CML 2743 por cepas de Paenibacillus
polymyxa no confronto direto em diferentes meios de cultura. Letras indicam
diferenga significativa (p < 0,05) entre os tratamentos através do teste de Tukey.

Isolado Meio BDA Meio Malte
Area fungo (cm?) | Inibicdo (%) | Area fungo (cm?)| Inibicdo (%)

CML 2743 4351 -.- 54,39 -.-

Lis 01 8,17 81,22 a 36,22 3341 b
Lis 02 10,49 75,88 a 36,10 3363 b
Lis 03 10,23 76,48 a 12,82 7642 a
Lis 04 9,28 78,67 a 46,95 13,69 b
Lis 06 I 11,66 (2,00 a 43,39 20250
Lis 07 11,40 73,79 a 33,78 3790 b
Lis 08 10,29 76,35 a 29,74 4533 ab

Fonte: Da autora (2021)
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Figura 1 - Inibicdo 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 Ee M Lis 04. Fe N: L|s 06 GeO: Lis 07. He P: Lis 08.

Fonte: Da autora (2021)

Apos sete dias das inoculagdes das bactérias e de F. verticillioides no milho triturado
ndo foi possivel identificar crescimento micelial do fungo na presenca 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 grdos de milho triturado

foram transferidos para o meio &gar-agua (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 agar-agua. D - Milho triturado
inoculado com cepas de P. polymyxa e F. verticillioides CML 2743 por sete dias
transferidas para agar-agua.

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 vegetacdo. Na avaliacdo da frequéncia de Fusarium em
grdos 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 presenca de cadeias longas de microconidios
produzidas em monofidlides e em F. proliferatum a producdo de microconidios em cadeias
curtas a partir de polifidides. Como marcador para o morfotipo F. solani foi observada a
producdo de conidios em falsas cabecas a partir de fidlides longas, enquanto para F. oxysporum,
a producdo de microconidios em falsas cabecas a partir fialides curtas. O morfotipo de F.
semitectum foi reconhecido pela formacdo de macroconidio no micélio aéreo, disposto em um
arranjo chamado “orelha de coelho”. A maior frequéncia de F. verticillioides ocorreu no
tratamento 3 (p < 0,05). A pulverizacdo das plantas de milho com o antagonista P. polymyxa

Lis 03 reduziu a frequéncia do patdgeno 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 | 11 | 12 | 13 | T4
F. verticillioides 50 b 62 ab 83a 60 ab
Sem Fusarium 6 8 0 9
Outros morfotipos 44 30 17 31
F. proliferatum 7 12 15 16

T1: pulverizagdo com Lis 03 e infecgdo natural de F. verticillioides. T2: pulverizagdo com Lis 03 e
inoculacdo artificial de F. verticillioides. T3: inoculacéo artificial de F. verticillioides. T4: controle sem
inoculacdo artificial. Letras indicam diferenga significativa (p < 0,05) entre os tratamentos através do
teste Tukey.

Fonte: Da autora (2021)

No ensaio em casa de vegetacdo, utilizando a escala diagramatica para podriddo do
colmo do milho (Nicoli et al., 2015) foi possivel identificar reducdo da podriddo do colmo nas
plantas submetidas aos tratamentos 2 e 6, ambos com a presenca da pulverizacdo da bactéria.
Os tratamentos 2 e 6 foram estatisticamente semelhantes, inibindo a podriddo do colmo em
32,7% (Tabela 4). O controle negativo (T7), sem infeccdo 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 lesdes dos tratamentos 2 e 6 quando comparado com o controle (Figura 4). Os
tratamentos 1, 3 e 5 ndo foram submetidos a inoculagdo do fungo, logo eles ndo foram avaliados

quanto a leséo do colmo.

Tabela 4 - Severidade da podridédo do colmo em milho causada por F. verticillioides sob
diferentes tratamentos apds 25 dias de infeccéo.

Severidade da | Reducéo da
Trat. doenga (%) | podriddo (%)

2 2994 b 32,72
4 36,16 ab 18,73
6 2991 b 32,77
7 6,2¢C n.a.
8 445 a n.a.

T2: microbiolizagdo + pulverizagdo com Lis 03 + fungo. T4: microbiolizagdo + fungo. T6: pulverizagdo
com Lis 03 + fungo. T7: inje¢do de dH,O autoclavada. T8: controle positivo (fungo). Letras minisculas
indicam diferenga significativa (p < 0,05) entre os tratamentos através do teste de Tukey. n.a.: ndo se
aplica.

Fonte: Da autora (2021)
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Figura 3 - Notas de severidade da podriddo do colmo de milho 25 dias apés a inoculagdo com F.
verticillioides. T2: microbiolizacdo de semente + pulverizagdo com Lis 03 + fungo. T4:
microbioliza¢do com Lis 03 + fungo. T6: pulverizagdo com Lis 03. T7: controle negativo.
T8: controle positivo.
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Fonte: Da autora (2021)
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Figura 4 - Lesdes do colmo induzidas pela inoculagcdo de F. verticillioides. A-D: (T8) controle
positivo (fungo). E-H: (T2) microbiolizacdo de semente com Lis 03 + pulverizacdo
de Lis 03 + infeccdo com fungo. I-L: (T4) microbiolizacdo com Lis 03 + infeccéo
com fungo. M-P: (T6) pulverizacdo de Lis 03 + infeccdo com fungo. Q-T: (T7)
controle negativo (agua). ‘
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A microbiolizacdo de sementes com adicdo de pulverizagdo de Lis 03 aumentou a
atividade da enzima GR em até 82 % (T2-12 dias pds-inoculacdo - dpi) em compara¢do com o
controle positivo (T8). A utilizacdo da pulverizacdo (T6) de forma isolada aumentou a atividade
da enzima GR em cerca de 71% aos seis dias ap0s a inoculacdo do patdgeno. Quando utilizado
apenas a microbiolizacdo das sementes (T4) o aumento da GR (39%) aconteceu aos nove dias
apos a inoculacdo de F. verticillioides (Figura 5 - A). No entanto, para a PAL os tratamentos
utilizados ndo 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 ndo foram submetidos a
inoculacdo artificial do patdgeno (Figura 5 - B).
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Figura 5 - Atividade de enzimas de defesa em plantas de milho submetidas a tratamentos com
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5 Discusséo

Neste estudo evidenciamos que a aplicacdo de P. polymyxa Lis 03 pode ser eficiente na
reducdo da incidéncia e severidade de F. verticillioides, tanto in vitro, quanto em casa de
vegetacdo e em campo. A pulverizagdo da bactéria em campo reduziu de 25% da frequéncia de
F. verticillioides nos grdos e em casa de vegetacdo reduziu 33% da podriddo do colmo. A
pulverizacdo de plantas de milho em condicdo de casa de vegetacdo também aumentou a
atividade da enzima glutationa redutase, que desempenha um papel fundamental no equilibrio
de metabolitos reativos de oxigénio produzidos pelo estresse oxidativo (Gill et al., 2013).

Paenibacillus polymyxa Lis 03 teve efeito antagonista a F. verticillioides in vitro. Essa
acdo esta relacionada com a producdo dos metabdlitos microbianos produzidos pela bactéria,
em meio BDA e Malte, fato que indica que esta bactéria ndo é seletiva quanto aos nutrientes e
consegue produzir seus metabdlitos 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 possivel observar inibicdo dos fungos testados com formacdo de halos maiores que
trés centimetros (Tupinamba et al., 2008). No Brasil, esta bactéria foi encontrada no alimento
de larvas de abelhas e produziu fusaricidina in vitro com eficiéncia evidenciada contra fungos
entomopatogénicos, os autores indicam a possibilidade de P. polymyxa estar atrelada a protecao
das colénias de abelhas aos entomopatogenos (Menegatti et al., 2018). A analise do genoma da
cepa P. polymyxa E681 confirmou a presenca de genes biossinteticos de substancias
antimicrobianas como a polimixina e fusaricidina. E681 também produz compostos volateis
que induzem o crescimento e a resisténcia sistémica em plantas (Kim et al., 2010). O metabdlito
fusaricidina produzido por P. polymyxa JSa-9 foi capaz de atingir a parede celular, a membrana
plasmatica e o citoesqueleto de F. verticillioides gerando irregularidades e distor¢bes, o
contetdo de quitina das hifas foi reduzido significativamente quando expostas a este composto.
Houve menor producdo de fumonisina B1 in vitro na presenca deste composto (Han et al.,
2017). Paenibacillus polymyxa tem sua capacidade antagdnica comprovada no controle de F.
graminearum e F. culmorum in vitro em gréos de trigo como substrato. A inoculacdo da bactéria
inibiu 0 desenvolvimento dos dois patdgenos avaliados. Apds o periodo de incubacdo ndo foi
possivel quantificar o DNA dos fungos inoculados, micotoxinas também ndo foram encontradas
(Abd El Daim etal., 2015).

A pulverizacdo de P. polymyxa Lis 03 resultou na reducdo da frequéncia de F.

verticillioides, tanto natural quanto inoculado em condicdo de campo. A frequéncia 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 patégeno (T3). Estes padrdes positivos na
reducdo da colonizacdo dos grdos pelo patdgeno podem melhorar a qualidade dos graos
representando menor quantidade de grdos ardidos e menor producdo de fumonisinas. A &rea
utilizada para instalacdo do experimento possui um historico de plantio sucessivo de milho nos
uktimos anos e, provavelmente a palhada dos plantios anteriores serviu de fonte de indculo para
a infeccdo natural por F. verticillioides. A alta pressdo de indculo no campo, em conjunto com
a inoculacdo artificial, dificutou a acdo da bactéria. Outros fatores que podem favorecer a
infeccdo natural por F. verticillioides sdo as condicdes ambientais e ataque de insetos que geram
lesBes nos tecidos (Munhoz et al., 2015). A presenca de F. verticillioides e F. proliferatum nos
grdos nao indica necessariamente a podriddo ou a producdo de micotoxinas, visto que as
condicdes ambientais interferem diretamente na producdo de metabdlitos pelo fungo e que a
producdo destes metabdlitos ndo € restrita apenas aos grdos sintomaticos (Munhoz et al., 2015;
Pinto, 2005).

A pulverizacdo de antagonistas em plantas de milho em condicdo de campo pode
diminuir a populagdo de F. verticillioides e sua produgéo de fumonisinas. A substituicdo da
segunda pulverizacdo de fungicida pela pulverizacdo de uma bactéria antagbnica (Bacillus
subtilis) reduziu o teor de fumonisinas nos graos (Guimardes et al., 2020a). O tratamento de
sementes de milho com cepas antagonistas a F. verticillioides pode reduzir a infeccdo pelo
fungo e o conteddo de fumonisina B1 nos grdos, mas ndo modificaram o desempenho produtivo
do milho em um estudo realizado na Argentina (Pereira et al., 2012). Os tratamentos utilizados
neste estudo também ndo interferiram na produtividade do milho (dados ndo apresentados).

Em casa de vegetacdo, a pulverizacdo de plantas de miho com P. polymyxa Lis 03
conferiu reducdo de 32,7% da severidade da podriddo do colmo (T2 e T6). Estes resultados
consorciam com 0 aumento expressivo da atividade da enzima GR nesses tratamentos. A
reducdo das lesbes 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
oxigénio (EROSs) e suprimir a fase necréfila de F. verticillioides.

A GR atua convertendo glutationa oxidada (GSSG) em glutationa reduzida (GSH)
utilizando NADPH como co-fator. O equilibrio de GR e GSH nas células determina a tolerancia
das plantas ao estresse abidtico. GSH é essencial na prevencdo da oxidacdo e alteracdes no
metabolismo do tiol durante a penetracdo de fungos (Gill et al.,, 2013; Maschietto et al., 2016).

O processo de conversdo de GSSG em GSH ¢ fundamental para o ciclo glutationa-ascorbato
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responsavel pela eliminacdo de moléculas oxidativas como o perdxido de hidrogénio (H2032), 0
acumulo dessas moléculas induz a morte celular da planta hospedeira e favorece a infeccdo. No
entanto, o éxito da infeccdo depende da velocidade da modulacdo da resposta de defesa da
planta (Maschietto et al., 2016). Com isso, a aplicagdo de microrganismos que melhorem as
respostas de defesa antioxidativas pode reduzir a infeccdo das plantas por patogenos.

Gendtipos de milho resistentes a F. verticillioides, quando desafiados com o patdgeno,
demonstraram um incremento significativo na atividade de GR. Este padrdo destaca o papel
dessa enzima na desintoxicagdo de metabdlitos produzidos por F. verticillioides e uma possivel
difusdo de micotoxinas (Maschietto et al., 2016). Em tomate, o tratamento de sementes com
Burkholderia gladioli para controle biologico de nematdides aumentou em 65% a atividade de
GR e reduziu a capacidade de infeccdo do patdgeno em 54% (Khanna et al., 2019). N&o houve
aumento significativo na expressdo da enzima PAL nas plantas tratadas com a bactéria e
desafiadas com o patégeno. Entretanto, num estudo realizado com Pseudomonas fluorescens e
Trichoderma harzianum foi observado um aumento dessa enzima apds o tratamento de
sementes de milho e pulverizacdo foliar com a combinacdo desses organismos. O tratamento
foi eficiente em suprimir a doenga causada por Rhizoctonia solani e promoveu 0 crescimento
das plantas (Madhavi et al., 2018).

A tilizagdo de microrganismos com multi-mecanismos de controle bioldgico pode
demonstrar efeitos aditivos e sinérgicos ao antagonismo e apresentar resultados melhorados
quando comparados aos antagonistas de mecanismo Unico. Essa estratégia se encaixa na
definicio de manejo integrado de pragas, onde sdo utilizados varios mecanismos para a
supressdo da doenca. Este efeito multi-mecanismo pode ser alcangado utilizando combinacGes
de microrganismos antagdnicos ou utilizando apenas um que possui diferentes mecanismos de
acao (Guetsky et al., 2002; Gull, 2016; Sharon et al,, 2011). Neste trabalho demonstramos a
capacidade de Lis 03 em produzir metabolitos ativos com agdo antagdnica a F. verticillioides
in vitro e a capacidade desse microrganismo em modular resposta de defesa eficiente para a
reducdo da podriddo 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 contaminacdo nos
grdos e diminuir a severidade da podriddo do colmo. Podemos inferir que aplicacdo de P.
polymyxa Lis 03 em plantas de milho pode melhorar a defesa da planta pela enzima GR, mas
ndo pela enzima PAL. Dentre as formas de aplicacdo, a pulverizacdo se destaca e apresenta

resultados mais satisfatorios na ativacdo da rota enzimatica quando comparado com a
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microbiolizacdo de semente. O éxito do controle biologico é dependente de uma série de
variaveis que precisam ser consideradas (Timmusk et al., 2017). As condi¢cbes do campo ainda
podem oferecer limitacdes para o uso de agentes controle biologico. Diversos fatores podem
influenciar negativamente a viabilidade do inoculo, como por exemplo o momento ideal de
aplicacdo e a formulagdo do inoculante. A adicdo de protetores UV e substancias adesivas
podem proteger o antagonista de condi¢6es adversas (Herrera et al., 2020). Como a insercdo de
uma bactéria desprotegida em um nicho ecoldégico bem adaptado pode dificultar o
estabelecimento da mesma, é importante fornecer um microambiente adequado para garantir a
adaptacdo e sobrevivéncia do agente de controle bioldgico (Bashan et al.,, 2014). As condicGes
fornecidas para o indculo de P. polymyxa Lis 03 em condicdo de campo podem ter influenciado
nos resultados obtidos, com isso é necessario compreender melhor as formas de aplicacdes bem
como as formulagdes para aprimorar o desempenho desta cepa em campo.
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Legendas de Tabelas e Figuras

Tabelas

Tabela 1: Tratamentos utilizados no ensaio de casa de vegetacdo

Tabela2: Inibicdo de Fusarium verticillioides CML 2743 por cepas de Paenibacillus polymyxa no
confronto direto em diferentes meios de cultura. Letras indicam diferenca significativa (p <0,05) entre
os tratamentos através do teste de Tukey

Tabela 3: Incidéncia de diferentes morfotipos de Fusarium (%) associados ao milho sob diferentes
tratamentos

Tabela4: Severidade da podriddo do colmo em milho causada por F. verticillioides sob diferentes
tratamentos ap6s 25 dias de infeccédo

Figuras

Figura 1: Inibicdo 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. Be J:Lis 01. CeK:Lis 02. De L: Lis 03. E e M:
LisO4. FeN:Lis06. Ge O:Lis07. He P:LIS 08. ......coceiiiiiieeeiiiiee e 29
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 agar-agua. D - Milho triturado inoculado com
cepas de P. polymyxa e F. verticillioides CML 2743 por sete dias transferidas para agar-agua. ......... 30
Figura 3: Notas de severidade da podriddo do colmo de milho 25 dias ap6s a inoculagdo com F.
verticillioides. T2: microbiolizagdo de semente + pulverizagdo com Lis 03 + fungo. T4:
microbiolizagdo com Lis 03 + fungo. T6: pulverizacdo com Lis 03. T7: controle negativo. T8:
[o10] 01 (0] 38 0101 LAY PSSR 32
Figura 4: Les@es do colmo induzidas pela inoculacéo de F. verticillioides. A-D: (T8) controle
positivo (fungo). E-H: (T2) microbiolizacdo de semente com Lis 03 + pulverizacédo de Lis 03 +
infecgdo com fungo. I-L: (T4) microbiolizagdo com Lis 03 + infecgdo com fungo. M-P: (T6)
pulverizacdo de Lis 03 + infec¢do com fungo. Q-T: (T7) controle negativo (Agua). .........cccceeerveeenee 33
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 amonialiase. (1) Microbiolizacdo +
pulverizacdo. (2) Microbiolizagdo + pulverizacdo + fungo. (3) Microbiolizacdo. (4) Microbiolizagdo +
fungo. (5) Pulverizacdo. (6) Pulverizacdo + fungo. (7) Controle negativo (agua). (8) Controle positivo
(fungo). Letras indicam diferenca significativa (p < 0,05) entre os tratamentos através do teste de
Tukey. dpi: dias POS-INOCUIAGAD.........cccuvviieeiiiiee et e e e e e e e e saraeaaas 35
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