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INTRODUCAO

O milho é uma cultura exigente em nitrogénio (N), sendo este um dos nutrientes que mais limita a
producdo de graos, pois grande parte do N absorvido é exportada para os grdos (Garcia, 2005; Ciampitti et
al., 2010). Portanto, para que atinja altas produtividades, essa cultura demanda grande uso de fertilizantes
nitrogenados que tém um custo elevado e, se manejados incorretamente, acarretam perdas por processos de
lixiviacdo, volatilizacdo e erosdo. Neste contexto, pesquisas sobre o processo da fixacdo natural de N se
mostram importantes (Saikia; Jain, 2007; Duete et al., 2008). Entre as possibilidades para a reducdo do uso
de fertilizantes nitrogenados e aumento na produtividade, estdo o0s microrganismos promotores de
crescimento das plantas (MPCP) que, além de serem capazes de fixar nitrogénio atmosférico e solubilizar
nutrientes, podem conferir outros beneficios a planta, como a producéo de fito-hormdnios (Santner; Estelle,
2009), como o &cido indolacético (AlA). Além disso, os MPCP sdo capazes de produzir compostos
antifangicos e enzimas hidroliticas que atuam inibindo fitopatégenos (Mabood et al., 2014), o que pode
representar uma alternativa promissora para reduzir a dependéncia no uso de agroquimicos, sendo uma
opcao segura ao meio ambiente e de baixo custo, comparada aos métodos convencionais (Silva et al., 2003).

No milho, um dos principais patdgenos que atacam sementes e grdos é o Fusarium verticillioides
(Ribeiro et al., 2005; Nerbass et al., 2008), provocando apodrecimento do colmo, da espiga e da raiz, além
de produzir toxinas que se acumulam nos grdos (Madrigal et al., 2017).

Entre os MPCP esta o Paenibacillus polymyxa, que se trata de um grupo de rizobactérias que
possuem uma grande variedade de hospedeiros, capacidade de formar enddsporos e produzir diversos tipos
de antibioticos, o que faz dessas bactérias potenciais agentes de biocontrole (Timmusk et al., 2005). Neste
sentido, este estudo teve como objetivo verificar a eficiéncia de isolados de P. polymyxa na promocéo de
crescimento de planta, quanto a capacidade de producdo do horménio de crescimento AlA, acdo de
biocontrole sobre F. verticillioides e aumento de absorcdo de N em plantas de milho.

MATERIAL E METODOS

Producdo de Acido Indolacético (AlA), avaliacdo do antagonismo contra F. verticillioides e producdo
de compostos volateis por isolados de P. polymixa
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Sete isolados de P. polymyxa obtidos do Laboratério de Microbiologia dos Solos da Embrapa Milho
e Sorgo foram utilizados para os testes de producéo de AlA, antagonismo e producdo de compostos volateis.
Para a avaliacdo da producdo do fito-horménio AIA, foi utilizada a metodologia descrita por Sarwar e
Kremer (1995). Para a avaliagdo do antagonismo dos isolados de P. polymyxa, foram utilizados dois
isolados do patdgeno de milho F. verticillioides com grande capacidade de produzir fumonisinas
(CML2743) e grande agressividade para plantas de milho (CML2778). O método utilizado foi o de
confronto direto, e a medicdo do raio da coldnia do fitopatdgeno foi realizada na presenca e auséncia dos
microrganismos antagonistas cerca de sete dias ap6s a incubagdo a 25 °C, com fotoperiodo de 12 horas de
luz. Para a producdo de compostos volateis pelos isolados, foi cultivado cada microrganismo em placas de
Petri separadas, para evitar o contato fisico pelo meio solido. Para montagem do ensaio, foram retiradas as
tampas das placas de Petri, e as placas contendo F.verticillioides foram invertidas sobre as placas de P.
polymyxa, lacradas e incubadas, como a metodologia descrita por Bruce et al. (2003). Apos sete dias de
incubacéo, foi avaliada a inibicdo do crescimento micelial do patdgeno, medindo-se o raio (cm) medio das
colénias do patdgeno em todos os tratamentos contendo o patdgeno na presenca e auséncia de cada isolado
de P. polymyxa.

Experimento em casa de vegetacao

Um experimento em vasos de 15 kg foi conduzido em casa de vegetacdo para avaliar os efeitos da
inoculacédo de cepas de P. polymyxa na producéo de biomassa da parte aérea (matéria seca), raiz (peso seco)
e graos, usando o hibrido de milho P3862h Pionner. O experimento consistiu em um fatorial 3x8 disposto
em delineamento inteiramente casualizado, com trés repeticdes. Os fatores foram os trés niveis de N (0, 90 e
180 kg ha® de N) e oito tipos de inoculagdo, seis cepas de bactérias P. polymyxa, um controle sem
inoculacdo além de um controle positivo (Al) contendo Azospirillum spp., bactéria conhecida pelo potencial
na disponibilizacdo de nitrogénio para as plantas.

Aos 60 dias, foram realizadas medidas de diametro basal do colmo (DBC) e altura de plantas (AP).
A colheita foi realizada 90 dias ap6s o plantio, todas as plantas foram secas em estufa a fim de obter matéria
seca da parte aérea (MSPA) e peso seco das raizes (PSR), além do peso de mil graos (PMG).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Producéo de Acido Indolacético (AlA)

Os sete isolados de P. polymyxa avaliados apresentaram a habilidade de sintetizar AIA (> 1,0ug.mL™?) de
forma moderada e alta. De acordo com a concentragio de AIA obtida, temos: < 1,0ug.mL™ (baixa
producdo); 1-10ug.mL™? (média producdo) e 11-50ug.mL™? (alta producdo) (Kavamura et al., 2013). Os
isolados de P. polymyxa LIS 01 (12,62ug.mL™?) e LIS 02 (8,75ug.mL™) apresentaram maior producdo de
AlA, ndo havendo diferenca significativa entre eles. Os demais isolados apresentaram producdo de AIA com
valores entre 4,93 e 2,10 pg.mL ™,

Teste de antagonismo contra F. verticillioides e Producé@o de compostos volateis pelos isolados
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As estirpes que apresentaram maior antagonismo contra o F. verticillioides CML2743, em confronto
direto, foram LIS 08 e LIS 04, ambas com média de inibicdo igual a 67,5%. Para o F. verticillioides
CML2778 as estirpes LIS 06 e LIS 01 foram as que apresentaram maior antagonismo com 65% de inibicao.
As demais estirpes também inibiram o crescimento do fungo com valores variando de 60% a 65% (Tabela
1).

Tabela 1. Média do raio da colbnia e porcentagem de inibicdo do crescimento de Fusarium verticillioides
CML2743 e CML2778 em teste de confronto direto com isolados de Paenibacillus polymyxa em relacdo ao
controle contendo somente F. verticillioides.

CML 2743 CML 2778
Tratamento Média PI* (%) Média  PI* (%)

Controle 4,00a - 4,00a -
LIS 01 1,70b 57,5 1,42d 65,0
LIS 03 1,67b 58,25 1,50c 62,5
LIS 02 1,67b 58,25 1,50c 62,5
LIS 06 1,60c 60,0 1,40d 65,0
LIS 07 1,55¢ 61,25 1,62b 60,0
LIS 04 1,32d 67,5 1,50c 62,5
LIS 08 1,30d 67,5 1,47c 63,5

* Porcentagem de inibicdo obtida pelo teste de confronto direto entre os isolados de Paenibacillus polymyxa e Fusarium
verticillioides. Letras iguais ndo diferem entre si na coluna pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade

Os isolados apresentaram elevada capacidade de inibir F. verticillioides, ndo sendo observado
crescimento significativo de hifas no meio de cultura. Este fato provavelmente ocorreu pela producéo de
compostos volateis, pois ndo havia contato fisico entre o patdégeno e os isolados antagonistas para a emissao
de substancias liquidas ou sélidas no meio de cultura causando inibicao.

Experimento em casa de vegetacao
Diametro basal do colmo - 60 dias (DBC), Altura de planta - 60 dias (AP)

O DBC apresentou variagdo conforme as dosagens da adubacdo nitrogenada, com valores mais altos
na dose de 180 kg ha*. No nivel de 0 kg ha? as plantas inoculadas com as estirpes L1S01 (10,39 mm) e LIS
02 (9,49 mm) apresentaram diametros maiores que as demais. Com 180 kg ha* de N, ndo houve diferenca
significativa, mas a estirpe LIS 07 com 13,49 mm se destacou. No nivel de 90 kg ha? de N, porém, nio
houve diferenca estatistica entre os tratamentos, com valores proximos aos do controle.

Para altura de plantas aos 60 dias (AP) ndo houve variacdo estatistica em relacdo aos niveis de
nitrogénio entre 90 e 180 kg ha®. No entanto, dentro de cada nivel, as fontes de inoculo tiveram efeitos
significativos na altura, comparadas ao controle. Com 0 kg ha™ de N, as plantas inoculadas com LIS04,
LIS02, L1S01, LIS06 e Al, respectivamente, apresentaram AP de 78,83 cm; 78,67 cm; 78,50 cm, 74,67 cm e
78,00 cm. Nos niveis de 90 e 180 kg ha de N, ndo houve acréscimo de altura significativo nos tratamentos
com in6culos em relagdo ao controle.
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Matéria seca da parte aérea (MSPA), Peso seco de raizes (PSR)

A variacdo estatistica da MSPA, em funcdo do inoculo, ocorreu somente com 180 kg ha™ de N,
sendo que o aumento foi com a inoculagéo de LI1S08 (34,32%), L1S02 (32,15%) e Al (31,96%), que foram
diferentes significativamente quando comparados ao controle (Tabela 2).

Para peso seco de raizes, nos tratamentos com 90 kg ha™, ndo foi observado aumento em relagdo ao
controle. Em contrapartida, no nivel de 0 kg ha, todos os tratamentos conferiram acréscimo de peso em
relacdo ao controle, com destaque para 0 Al, LIS08, LISO1 e LIS04 que tiveram os maiores valores, porém
sem diferenca estatistica (Tabela 2).

Tabela 2 Média de matéria seca da parte aérea (MSPA) e peso seco de raiz (PSR) em razdo das diferentes
fontes de inoculacéo e niveis de adubacéo nitrogenada em planta de milho.

Inoculagio? MSPA (%)* PSR (g)*
Okg/haN 90kg/haN 180 kg/haN O0kg/haN 90 kg/haN 180 kg/ha N

Controle 25.76 a 28.74 a 29.48 b 13.84 a 39.79 a 38.11b
LI1S01 24.21 b 30.20 a 30.08 b 2141 a 34.49b 42.74 a
L1S02 25.75 a 2791 a 32.15a 16.28 a 32.57b 32.48 b
LI1S04 26.65 a 26.82 a 29.68 b 19.49 a 30.42b 37.01b
LI1S06 22.79b 30.61 a 29.91b 18.09 a 30.03b 44.88 a
LI1S07 22.88 b 28.41 a 30.83 b 18.99 a 32.70 b 43.60 a
L1S08 24.60 b 28.99 a 34.32 a 22.28 a 27.58 b 38.52 b
Al 25.43 a 29.64 a 31.96 a 25.26 a 37.96 a 36.75b

! etras iguais ndo diferem entre si na coluna pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade
2 O tratamento controle consiste na planta de milho ndo inoculada e LIS 01 a 07, numeragéo das cepas avaliadas de P. polymyxa e
Al Azospirillum spp.

Peso de mil graos (PMG)

Diante das trés doses de nitrogénio testadas associadas as diferentes fontes de inoculacéo, para PMG,
tem-se que na dose de 0 kg ha* apenas dois indculos obtiveram peso de grédos significativamente maior que
o controle, LISO7 e Al (Tabela 3). Com a dose de 90 kg ha? dois outros diferenciaram do controle,
apresentando ligeiro aumento, sdo Al (185,92g) LIS08 (182,14g) e LISO1 (181,71g). J4 em 180 kg ha?,
LIS04, Al e LIS06 foram as melhores para o incremento de peso aos graos.

Tabela 3. Média de peso de mil grdos (PMG) em razdo das diferentes fontes de inoculacdo e niveis de
adubacdo nitrogenada em planta de milho.

Peso 1.000 gréos (g)*
Okgha' N 90 kg ha®' N 180 kg ha N
Controle 157.57 ¢ 179.04 ¢ 159.52 d

Inoculagéo?



™ A XV
1 SEMINARIO DE

| INICIRCAO
ClenTiFIca, | ..,
LISO1 157.42 c 181.71 b 149.00 e
LIS02 152.76 d 177.65 ¢ 159.03 d
LI1S04 124.92 e 169.63 d 196.90 a
LIS06 152.40d 171.55d 175.31b
LISO7 167.28 b 177.18 ¢ 164.29 c
LI1S08 158.15 ¢ 182.14 b 160.43 d
Al 191.82 a 185.92 a 173.83 b

I etras iguais ndo diferem entre si na coluna pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade
2 O tratamento controle consiste na planta de milho néo inoculada e LIS 01 a 07, numeragéo das cepas avaliadas de P. polymyxa e
Al Azospirillum spp.

CONCLUSAO

Em conjunto, os resultados obtidos em escala de bancada com as estirpes de P. polymyxa testadas
evidenciam um potencial no uso como agentes de biocontrole contra F. verticillioides. Duas cepas (LIS 01 e
LIS 06) apresentaram inibicdo de 65% do crescimento do fitopatdgeno e todas inibiram em 100% o
crescimento do fitopatogeno pela liberagdo de compostos volateis.

A cultura do milho respondeu significativamente aos trés niveis de adubacéo e, para o nivel de 0 kg
ha, destaca-se a estirpe LISO1 que obteve resultados com valores acima do controle nos parametros de
DBC, AP e PSR.

Para 90 kg ha?, destaca-se a estirpe LISO1 que apresenta valores pouco acima do controle em
quase todos os parametros analisados, exceto para PSR e MSPA.

Ja para 180 kg ha'de N, houve variagGes pouco expressivas em todos os parametros, destacando-se
apenas 0 PMG obtido com as estirpes LIS04 e LIS06, que foi expressivamente maior que 0s demais
tratamentos.

E fundamental avaliar o papel dessas estirpes como fungicida e promotoras de crescimento em
condicdes de campo e em mistura com outras bactérias.
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