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INTRODUCAO

Microrganismos promotores de crescimento das pHai4PCP) conferem
diversos beneficios a planta, como fixacdo de géno, solubilizacdo de nutrientes e
producao de fitorménios (Santner; Estelle, 2009¢nAdisso, sdo capazes de produzir
compostos antifungicos e enzimas hidroliticas qteama inibindo fitopatdégenos
(Mabood et al., 2014).

Dentre os fitormdnios produzidos pelos MPCP, desteco acido indolacético
(AlA), uma auxina que promove o alongamento delagla estimula a sintese celular,
resultando na expansédo de raizes laterais e pmlasilares, aumentando absorcao de
nutrientes (Taiz; Zeiger, 2004). O AlA pode settetizado por bactérias associadas as
plantas, a partir do triptofano que esta preseoseersudatos radiculares em diferentes
concentracdes dependendo do gendtipo da plantadiwésd; Bartel, 2005).

Alguns MPCP apresentam potencial para controlargestos de plantas, o que
pode representar uma alternativa promissora pahazirea dependéncia no uso de
agroquimicos e se tornando uma opg¢ao segura ao amdiiente e de baixo custo,
comparada aos métodos convencionais (Silva e2@03). No caso do milho, um dos
principais patdégenos que atacam sementes e gi@ésigarium verticillioides (Ribeiro
et al., 2005; Nerbass et al., 2008), provocandal@momento do colmo, espiga e raiz,
além de produzir toxinas que se acumulam nos diifleslrigal et al., 2017). Este
patogeno esta associado a doencas que geram ggerdes econdmicas em todo o
mundo (Desjardins, 2006).

Paenibacillus polymyxa sdo rizobactérias enquadradas entre os MPCP e
possuem uma grande variedade de hospedeiros alémapkcidade de formar
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endosporos e produzir diversos tipos de antibiétigoe faz dessas bactérias potenciais
agentes de biocontrole (Timmusk et al., 2005). AoegoPaenibacillus sdo atribuidas
propriedades como a capacidade de disponibilizarientes, produzir compostos
fendlicos, indolicos e fitormbnios (Gardener, 20@8&wathy et al., 2013; Xin et al.
2017). Portanto, podem atuar simultaneamente comtaganista de patdgenos
radiculares, como bactérias, fungos, nematoides inelaacomo biofertilizante
(Bloemberg; Lugtenberg, 2001).

O estudo teve como objetivo verificar a eficiéragaisolados de. polymyxa na
promocdo de crescimento quanto a capacidade dea¢donde AIA e acao de
biocontrole sobré&. verticillioides.

MATERIAL E METODOS
Producéo de Acido Indolacético (AIA)

Sete isolados de. polymyxa obtidos do Laboratério de Microbiologia dos Solos
da Embrapa Milho e Sorgo foram utilizados paraesies de producdo de AlA de
acordo com a metodologia descrita por Sarwar e Kréi995)Para inoculacdo foram
adicionados 25L do indculo padronizado a 40FC/mL em 5 mL de meio TSB (caldo
soja tripticaseina) + DL-triptofano na concentrag® 1,0 g/L. A incubacao foi
realizada e mantida a 100 rpm a 30 °C por 5 diass&guida, foi adicionado 1@ do
reagente Salkowski em cada amostra, conforme piotaescrito por Gordon e Weber
(1951), com algumas modificacdes, sendo essas adasbpor 20 minutos em
temperatura ambiente, no escuro. A absorbanciaddida a 530 nm.

Teste de antagonismo contr&. verticillioides

Foram utilizados dois isolados do patdgeno de mBhoverticillioides com
grande capacidade de produzir fumonisinas (CML2#&8fande agressividade para
plantas de milho (CML2778).

Para o teste de confronto direto, um disco de 5darborda da cultura pura do
patogeno foi transferido para o centro de uma ptecdetri contendo BDA (Batata
Dextrose Agar). Em quatro pontos equidistanteseesite do centro foi adicionado 10
uL de suspensdo bacteriana na concentracéo apaideal®UFC.mL*. A medicdo
do raio da colénia do fitopatogeno foi realizada mesenca e auséncia dos
microrganismos antagonistas cerca de 7 dias apasibacéo a 25 °C com fotoperiodo
de 12 horas de luz.

Para o teste de producédo de compostos volateiglara de Petri, contendo
meio de cultura BDA, foi espalhada uma suspensamada isolado crescido por 24 h a
28 °C em meio TSB na concentracdo d@UBC.mL*. Ap6s 48 horas do crescimento
dos isolados foi repicado um disco de micélio dogeno CML2778 no fundo de uma
segunda placa contendo o mesmo meio. As placas forantidas em incubadora a 28
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°C com fotoperiodo de 12 horas. Apés 7 dias debiac@io foi avaliado o crescimento
micelial do patdgeno, medindo-se o raio (cm) médis colonias do patégeno em todos
0s tratamentos.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Produc&o de Acido Indolacético (AIA)

Os sete isolados de. polymyxa avaliados apresentaram a habilidade de sintetizar
AIA (> 1,0 pg.mL") de forma moderada e alta (Figura 1). De acordm
concentracdo de AIA obtida, temos: < 1§.mL* (baixa producdo); 1-1¢g.mL*
(média producdo); 11-50g.mL* (alta producdo) e >5fg.mL* (elevada producéo)
(Kavamura et al., 2013).

Os isolados dé®. polymyxa LIS 01 (12,62ug.mLY) e LIS 02 (8,75ug.mL?)
apresentaram maior producdo de AIA em relacdo aosa@ isolados avaliados, nao
havendo diferenca significativa entre eles. Os densplados apresentaram média
producao de AIA, mas inferiores aos valores obtpghrs os isolados LIS 01 e LIS 02.

A capacidade de producao de AlA popolymyxa foi testada por Xu e Kim (2014),
gue obteve valores um pouco maiores, variandotla 82,1 pg/mL, de producao desse
fitorménio com a adicao de L-triptofano. A menoogucdo de AIA pelos isolados
testados nesse trabalho pode ter sido influengieita reagente precursor da reacéo
utilizado, que foi o DL-triptofano.
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Figura 1. Producédo de é&cido indolacético (AIA) pbr isoladesPdenibacillus polymyxa. Os
valores representam as médias obtidas para asefréscoes. As letras diferem entre si pelo
teste de Scott-knott a 5% de probabilidade

Teste de antagonismo contr&. verticillioides

As estirpes que apresentaram maior antagonismaepafronto direto, foram LIS 08
e LIS 04, ambas com média de inibicdo igual a 67.§%ndo confrontadas com o
isolado CML2743. Para . verticillioides CML2778 as estirpes LIS 06 e LIS 01 foram
as gue apresentaram maior antagonismo com 65%ilbiedm As demais estirpes
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também inibiram o crescimento do fungo com valeasando de 60% a 65% (Tabela
1).

Os isolados apresentaram grande capacidade de Foiarium verticillioides pela
producao de compostos volateis, ndo sendo obsecvascimento significativo de hifas
no meio de cultura (Figura 2).

A supressédo de fungos fitopatogénicos por compasigénicos volateis tem sido
descrita por diferentes estudos, que mostraramsailplidade de aplicacdo desses
compostos na fumigacdo de solos, sementes, gré@ssofiteita e no tratamento das
plantas. Os compostos volateis atuam principalmeot@eriodo de germinacao dos
esporos do fitopatdbgeno, ou seja, na fase inicdadall desenvolvimento o que tende a
tornar o controle ainda mais efetivo (Yuan et 2012). Além de atuar diretamente
sobre os patdégenos, os compostos volateis podean etumo indutores de defesa
sistémica das plantas e estimular o crescimentetak(rahir et al., 2017; Raza et al.,
2016) e, ainda, como atrativo de inimigos natur@issempenhando um papel
importante em sistemas agricolas sustentaveis [Kamamy et al., 2015). Com
relacdo a atividade antimicrobiana, os metaboliogateis apresentam algumas
vantagens quando comparados com 0s compostos réateiso pois podem ser
facilmente difundidos através da atmosfera e auangas distancias, aumentando sua
eficacia (Maffei et al., 2011).

Tabela 1. Média do raio da colbnia e porcentagem de inibigéocrescimento de
Fusarium verticillioides CML2743 e CML2778 em teste de confronto diretaesmis
culturas e através da produgcdo de compostos WIaetds isolados deaenibacillus

polymyxa

CML 2743 CML 2778 CML 2778
Tratamento Média (F;/IO; Média (PO/I(); Média F()(!/:;
Controle 4,00a - 4,00a - 2,36 -
LIS 01 1,70b 57,5 1,42d 65 0 100
LIS 03 1,67b 58,25 1,50c 62,5 0 100
LIS 02 1,67b 58,25 1,50c 62,5 0 100
LIS 06 1,60c 60 1,40d 65 0 100
LIS 07 1,55¢c 61,25 1,62b 60 0 100
LIS 04 1,32d 67,5 1,50c 62,5 0 100
LIS 08 1,30d 67,5 1,47c 63,5 0 100
*Pl = Porcentagem de inibicdo obtida pelo teste cdafronto direto e **Pl =

Porcentagem de inibicdo obtida no teste de composti@teis entre os isolados Be
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polymyxa e Fusarium verticillioides. Letras iguais ndo diferem entre si na coluna pelo
teste de Scott-knott a 5% de probabilidade

CONTROLE

Figura 2. Crescimento dd-. verticillioides em contato com o0s compostos volateis
produzidos pelos isolados.

CONCLUSAO

Em conjunto, os resultados obtidos em condgiglielaboratorio com as estirpes de
P. polymyxa testadas, embora ndo apresentem elevadas prodied¢s, mostram um
grande potencial no uso como agentes de biocontoriraF. verticillioides. Outros
parametros para classificar essas estirpes conmopocas de crescimento em plantas
deverdo ser analisados, como a capacidade de rfittagénio e a solubilizacdo de
nutrientes. Porém, é sabido que a atividade dejgeamicrorganismo pode variar entre
as condicdes estudadas em laboratorio e em campani®, € fundamental continuar
com a avaliacdo da. polymyxa in vitro ein vivo.
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