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Resumo — O milho € um dos cereais mais produzidos no globo, e é usado
tanto para o consumo in natura como insumo basico para diversos setores
do agronegocio. O nitrogénio (N) € um nutriente essencial para obter altas
produtividades nessa cultura. No Brasil, com solos pobres em nutrientes, a
importacdo de adubos nitrogenados chega a representar 75%. Portanto, a
elaboragao e utilizagao de tecnologias bioldgicas, que promovem a fixagéo e
absorgao de N, podem significar uma redug¢éo na dependéncia do mercado
externo e aumento da produg¢ao nacional. Varios microrganismos apresen-
tam atividades antagbnicas a patégenos que causam perdas econémicas nas
culturas. Este estudo teve como objetivos avaliar, in vitro, a atividade antago-
nista de seis isolados de Paenibacillus polymyxa para o controle de Fusarium
verticillioides e capacidade de formacao de AIA pelos isolados. Em casa de
vegetagao, foram avaliados os efeitos de AlA na absor¢do de N e o cresci-
mento de plantas do milho. Nos testes in vitro, as estirpes de P. polymyxa
nao apresentaram elevadas produgdes de AlA, porém mostraram um grande
potencial como agente de biocontrole de F. verticillioides. Em casa de vegeta-
¢ao, as sementes foram plantadas em vasos de 15 kg de solo com trés niveis
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de adubacéo nitrogenada (0, 90 e 180 kg.ha' de N) e oito tipos de inocula-
¢ao, sendo seis cepas de bactérias P. polymyxa, um controle sem inoculagéo,
além de um controle positivo (A1) contendo Azospirillum sp. Os parametros
analisados foram: Diametro Basal do Colmo (DBC), Altura de Plantas (AP),
Peso de Planta por vaso (PP), Matéria Seca da Parte Aérea (MSPA) e Peso
Seco das Raizes (PSR). Foram medidos o comprimento (CEsp) e o diametro
(DEsp) das espigas, e o Peso de Mil Graos (PMG). Em casa de vegetacao, o
milho respondeu significativamente aos niveis de adubacéo e, dentro de cada
nivel, as estirpes LIS01 em 0 kg.ha'de N, LISO7 e LISO8 em 90 kg.ha' de N
destacaram-se em relagdo ao controle. Com 180 kg.ha'de N houve destaque
apenas no PMG para as estirpes LIS04 e LIS06.

Termos para indexagao:fixagdo bioldgica de nitrogénio, promocgéao de cres-
cimento, Paenibacillus, podriddo do colmo, Zea mays.
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Biological technology for Fusarium
verticillioides control and increasing N
absorption in corn using Paenibacillus
polymyxa

Abstract — Maize is one of the most produced cereals globally, being used for
fresh consumption and as a primary input for agribusiness sectors. Nitrogen
(N) is an essential nutrient to obtain high yields in this crop. In Brazil, with soils
deficient in nutrients, the importation of nitrogen fertilizers reaches up to 75%.
Therefore, the development and use of biological technologies to promote
the fixation and absorption of N can mean a reduction in dependence on
the foreign market and an increase in national production. However, several
microorganisms have antagonistic activities to pathogens that cause economic
losses in crops. This study aimed to evaluate in vitro antagonistic activity of six
isolates of Paenibacillus polymyxa against Fusarium verticillioides and their
ability to produce AlA. Using in vitro tests, strains of P. polymyxa did not show
high AIA production but showed great potential as a biocontrol agent for F.
verticillioides. In greenhouse experiment, the seeds were planted in pots of
15 kg of soil with three nitrogen levels (0, 90, and 180 kg.ha-1 of N), and eight
types of inoculation: six strains of P. polymyxa, the control without inoculation,
and the positive control (A1) consisting of Azospirillum sp. The parameters
analyzed were Basal Stem Diameter (BSD); Plant Height (PH); Plant Weight
per pot (PWP); Dry Matter of the Aerial Part (DMAP); Dry Root Weight (DRW);
the length (LE), and diameter (DE), and the weight of a thousand grains
(WTG). In the greenhouse, corn responded significantly to fertilization levels
and, within each N level, strains LISO1 in 0 kg.ha-1 of N, LIS07, and LISO8 in
90 kg.ha-1 of N stood out concerning control. The treatment of 180 kg.ha™ of
N highlighted the WTG of strains LIS04 and LIS06.

Index terms: biological nitrogen fixation, growth promotion, Paenibacillus,
stem rot, Zea mays.
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Introducao

O milho é um dos cereais mais produzidos globalmente, sendo usado para
0 consumo in natura ou como insumo basico para diversos setores do agro-
negdécio. O milho € uma cultura exigente em aporte de nitrogénio (N) e a defi-
ciéncia desse nutriente € um dos fatores mais limitantes para a produgao de
graos. Isso decorre do fato de que grande parte do N absorvido pela planta
€ exportada para os graos (Garcia, 2005; Ciampitti et al., 2010). Portanto,
para que atinja altas produtividades, essa cultura demanda grande quanti-
dade de fertilizante nitrogenado, que tem um custo elevado e, se manejado
incorretamente, acarreta perdas por processos de lixiviagao, volatilizagao e
erosao (Saikia; Jain, 2007; Duete et al., 2008). A deficiéncia desse nutriente
causa amarelecimento das folhas mais velhas, seguido de clorose; em casos
mais graves, ha perda foliar e deformacgdes na espiga e, consequentemente,
perda de produtividade (Subedi; Ma, 2009). Por isso, pesquisas envolvendo
o processo da fixacao natural de N sao relevantes para atingir objetivos de
alta produtividade.

Entre as possibilidades para a reducéo do uso de fertilizantes nitrogena-
dos e aumento na produtividade, estdo os Microrganismos Promotores do
Crescimento de Plantas (MPCP) que, além de aumentarem a fixagéo de ni-
trogénio e a solubilizagao de nutrientes, conferem outros beneficios a planta,
tal como a produgéao de fito-hormonios (Santner; Estelle, 2009). Além disso,
MPCP sao capazes de produzir compostos antifungicos e enzimas hidroliti-
cas que atuam inibindo fitopatégenos (Mabood et al., 2014).

Dentre os fito-hormdnios produzidos pelos MPCP, destaca-se o acido in-
dol-3-acético (AIA), uma auxina que estimula a sintese celular, resultando no
alongamento de células e na expansao de raizes laterais e pélos radiculares,
aumentando a absorgao de nutrientes (Taiz; Zeiger, 2004; Silveira 2008). AIA
pode ser sintetizado por bactérias associadas as plantas, a partir do triptofano
que esta presente nos exsudatos radiculares em diferentes concentragoes,
dependendo do gendtipo da planta (Woodward; Bartel, 2005).

Alguns MPCP apresentam potencial para controlar patégenos de plantas,
portanto, constituem em alternativa promissora para reduzir a dependéncia
no uso de agroquimicos. Além disso, MPCP representam uma opgéo segu-
ra ao meio ambiente e de baixo custo, quando comparados com métodos
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convencionais (Silva et al., 2003). No milho, o fungo Fusarium verticillioides
esta associado a doengas que geram grandes perdas econémicas em todo
o mundo (Desjardins, 2006) e representa um dos principais patégenos que
ataca toda a planta, provocando apodrecimento de raiz, colmo e espiga, além
de produzir toxinas que se acumulam nos graos (Ribeiro et al., 2005; Nerbass
et al., 2008; Madrigal et al., 2017).

Entre os MPCPs com alto potencial de utilizagdo no biocontrole, desta-
ca-se Paenibacillus polymyxa, que é amplamente estudada como modelo
de rizobactéria promotora de crescimento de plantas (PGPR), por possuir
grande variedade de hospedeiros, capacidade de formar enddsporos e de
produzir diversos tipos de antibiéticos (Timmusk et al., 2005; Xie et al., 2016;
Langendries; Goormachtig, 2021). Além disso, ao género Paenibacillus é atri-
buido propriedades como a capacidade de disponibilizar nutrientes, produzir
compostos fendlicos, inddlicos e fito-horménios (Gardener, 2004; Aswathy et
al., 2013; Xin et al., 2017). Portanto, essa espécie pode atuar simultanea-
mente como antagonista de patégenos radiculares, como bactérias, fungos,
nematoides, e como biofertilizante (Bloemberg; Lugtenberg, 2001).

O presente estudo teve como objetivos avaliar a agdo antifingica de isola-
dos de P. polymyxa sobre F. verticillioides, a eficiéncia na promogéo de cres-
cimento de plantas por cauda da formagéo de AlA e do aumento de absorgao
de N em plantas de milho. Representa uma contribuigdo para atingir a meta
ODS 12, que visa garantir sistemas sustentaveis de produgéo de alimentos e
implementar praticas agricolas resilientes, que aumentem a produtividade e
a produgao, que ajudem a manter os ecossistemas, que fortalegam a capa-
cidade de adaptacdo as mudancas climaticas, as condicbes meteoroldgicas
extremas, secas, inundagdes e outros desastres, e que melhorem progres-
sivamente a qualidade da terra e do solo; além de contribuir para reduzir
significativamente a liberagao de produtos quimicos para o ar, agua e solo,
para minimizar seus impactos negativos sobre a saude humana e o meio
ambiente.
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Material e Métodos

Microrganismos

Nesse estudo foram utilizados seis isolados de Paenibacillus polymyxa,
isolados de sementes de sorgo provenientes da Coleg¢do de Microrganismos
Multifuncionais e Fitopatégenos da Embrapa Milho e Sorgo (CMMF-MS). Os
isolados foram previamente identificados pelo sequenciamento parcial do
gene do 16S rRNA (Tabela 1) e reativados por meio da transferéncia de ali-
quotas das culturas congeladas a -20 °C e glicerol 20% para o meio TSA
(Agar Triptona de Soja: 15g/L de triptona, 5g/L de digestdo papaica de soja,
5g/L de cloreto de sddio e 15g/L de Agar, pH 7,3) com incubagéo a 28 °C por
48 horas.

Tabela 1. Identificagdo molecular por sequenciamento parcial do gene ribossomal

16S de seis isolados bacterianos de sementes de sorgo depositados na Colegéo de
Microrganismos da Embrapa Milho e Sorgo (CMMF).

Similaridade de Caodigo de referéncia

Isolado Identificagao

nucleotidios GenBank/NCBI
LISO1 Paenibacillus polymyxa 98,48% NR_117725.2
LISO2  Paenibacillus polymyxa 98,71% NR_114810.1
LISO4  Paenibacillus polymyxa 99,75% NR_117725.2
LISO6  Paenibacillus polymyxa 99,32% NR_114810.1
LISO7  Paenibacillus polymyxa 97,80% NR_117725.2
LISO8  Paenibacillus polymyxa 98,98% NR_117724.2

Produgéo de Acido Indol-3-acético (AIA)

Os isolados de P. polymyxa foram testados para a producao de AIA de
acordo com a metodologia descrita por Sarwar e Kremer (1995). Para ino-
culagao foram adicionados 25 L de cultura em meio liquido, padronizado a
108 UFC.mL" em 5 mL de meio TSB (caldo soja tripticaseina) + DL-triptofano
na concentragdo de 1,0 g.L". Aincubagéo foi realizada e mantida a 100 rpm
a 30 °C por cinco dias. Em seguida, foram adicionados 100 yL do reagen-
te Salkowski em cada amostra, conforme protocolo descrito por Gordon e
Weber (1951), seguido de incubagao por 20 minutos em temperatura ambien-
te, no escuro. A absorbancia foi medida a 530 nm.
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Teste de antagonismo contra F. verticillioides

Foram utilizados dois isolados do patégeno F. verticillioides do milho com
grande capacidade de produzir fumonisinas (CML2743) e grande agressivi-
dade para plantas de milho (CML2778).

Para o teste de confronto direto, um disco de 5 mm da borda da cultura
pura do patdgeno foi transferido para o centro de uma placa de Petri conten-
do o meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA). Em quatro pontos equidis-
tantes, entre si e do centro da placa, foram adicionados 10uL de suspensao
bacteriana na concentragcao aproximada de 108 UFC.mL"'. A medigéo do raio
da colénia do fitopatdgeno foi realizada na presenca e auséncia dos micror-
ganismos antagonistas, cerca de sete dias apds a incubagéo a 25 °C com
fotoperiodo de 12 horas de luz.

Experimento em casa de vegetagao

O experimento foi conduzido em casa de vegetagao da Embrapa Milho
e Sorgo, em Sete Lagoas-MG (19°28'S e 44°15’'W) para avaliar os efeitos
da inoculagédo de cepas de P. polymyxa na produgédo de biomassa da parte
aérea (matéria seca), raiz (peso seco), espigas e graos, usando o hibrido de
milho P3862h da Pionner. O experimento consistiu em um fatorial 3x8 dis-
posto em delineamento casualizado, com trés repeticdes. Os fatores foram
os trés niveis de N (0, 90 e 180 kg ha'de N) e oito tipos de inoculagéo: seis
cepas de bactérias P. polymyxa (LISO1, LIS02, LIS04, LIS06, LIS07, LIS08),
um controle sem inoculagdo (Controle), além de um controle positivo (A1)
contendo Azospirillum spp. As sementes foram plantadas em vasos com ca-
pacidade de 15 kg de solo do tipo Latossolo Vermelho distréfico tipico por
vaso, com as seguintes caracteristicas quimicas e fisicas, antes da aplicagéao
de insumos: pH H20 = 5,2; Al = 0,4 cmol_dm?; Ca = 2,5 cmol_ dm?; Mg =
0,2 cmol_ dm™; SB (soma de bases) = 11,8 cmol_dm?3; P = 2,2 mg dm?3; K
= 303 mg dm®; V (saturagédo de bases) = 23,2% e teor de argila = 74,0 dag
kg"'. Aproximadamente 20 dias antes do plantio o solo foi corrigido usando
calcario dolomitico e gesso agricola, conforme calculo da necessidade de
calagem. A adubacgao com N foi dividida em trés aplicagbes de ureia; no plan-
tio, 15 e 30 dias pos-emergéncia, conforme a dose (0, 90 e 180 kg.ha' de
N). Cinco sementes de milho, revestidas com o indculo bacteriano, foram se-
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meadas em cada vaso, e posteriormente foi realizado o desbaste para duas
plantas (Figura1).

AN

Fotos Talles Henrique Pereira Alves

Figura 1. Plantio de cinco sementes no vaso (A) e desbaste para duas plantas apos
emergéncia (B).

Os inéculos foram preparados a partir de culturas puras de cada micror-
ganismo. Células de culturas incubadas por 96 horas em meio LB foram co-
Ihidas por centrifugacado a 10.000 rpm por 10 min, ressuspensas em solugao
de NaCl a 0,85% (p/v) e as densidades Opticas foram ajustadas a 1,0 ab-
sorvancia a 540 nm, correspondente a 108 células/mL. Posteriormente, foi
adicionado Bioma Fix as suspensdes, na dose de 1,0 g para cada 20 mL de
inoculante.

Ap06s 60 dias foram realizadas medidas de didmetro basal do colmo (DBC)
utilizando paquimetro digital e também medidas de altura de plantas (AP).
A colheita foi realizada aos 90 dias apds o plantio e todas as plantas foram
pesadas para obter o peso de planta por vaso (PP). As raizes e a parte aérea
foram separadas e secas em estufa de circulagdo de ar forcado na tempe-
ratura de 65 °C até peso constante, a fim de obter matéria seca da parte
aérea (MSPA) e peso seco das raizes (PSR). Foram medidos o comprimento
(CEsp) e o diametro (DEsp) das espigas utilizando paquimétro digital, além
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do peso de mil graos (PMG). O material vegetal seco foi moido para analises
posteriores de macro e micronutrientes nos tecidos.

Resultados e Discussao

Producéo de Acido Indol-3-acético (AIA)

Os seis isolados de P. polymyxa avaliados apresentaram habilidade de
sintetizar AIA (> 1,0 ug.mL-") de forma moderada e alta (Figura 1). De acordo
com a concentracdo de AlA obtida, tem-se: < 1,0 yg.mL"" (baixa produgao);
1-10 pg.mL" (média produgéo); 11-50 ug.mL" (alta produgdo) e > 51 pug.mL"’
(elevada producédo) (Kavamura et al., 2013). Os isolados de P. polymyxa
LISO1 (12,62 pug.mL™") e LIS02 (8,75 ug.mL") apresentaram maior producéo
de AlA, ndo havendo diferenca significativa entre eles (Figura 2).

A capacidade de produgéo de AlA por P. polymyxa foi testada por Xu e
Kim (2014), que obtiveram valores variando de 8,7 a 22,1 ug/mL de produ-
¢ao desse fito-hormoénio com a adigédo de L-triptofano. A menor produgao de
AlA pelos isolados testados em nosso estudo pode ter sido influenciada pelo
reagente precursor da reagéo utilizado (DL-triptofano) ou outros fatores am-
bientais e genéticos. Em fungéo disso, novos estudos precisam ser feitos
para esclarecer as causas dessa variagao na habilidade de produgao de AlA
em P. polymyxa. Estudo realizado por Xie et al. (2016), usando analise com-
parativa de 36 genomas de P. polymyxa, demonstrou o grande potencial para
0 emprego dessa espécie na agricultura, pela presenca de genes relevantes
para a promogao do crescimento de plantas como produgao de AlA, fixagao
de nitrogénio, solubilizagdo de fosfato, producéo de antibiéticos e enzimas li-
ticas e descontaminagdo ambiental. Em outro estudo realizado in vitro, Din et
al. (2020) demonstraram o elevado potencial de P. polymyxa para promover
o crescimento de plantas de milho (Zea mays) pela capacidade de solubilizar
fosfato e pelo antagonismo contra fitopatdgenos. Os estudos mencionados
destacam-se entre mais de 2.500 publicagées demonstrando a importéncia
de P. polymyxa para o rendimento de cultivares na agricultura e justificam
a necessidade de incrementar a busca de novos isolados de P. polymyxa
visando o seu emprego como inoculantes nos solos de Cerrado brasileiro.
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Figura 2. Producgéao de acido indol-3-acético (AlA) pelos sete isolados de P. polymyxa.
Os valores representam as médias obtidas para as trés repetigdes. As letras diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Teste de antagonismo contra F. verticillioides

As estirpes que apresentaram maior antagonismo em confronto direto
com F. verticillioides (CML2743) foram LISO8 e LISO4, ambas com média de
inibicdo igual a 67,5%. O restante dos isolados apresentou capacidade de
inibicao que variou entre 57,5% e 61,2%. Para F. verticillioides (CML2778), as
estirpes LIS06 e LIS01 foram as que apresentaram maior antagonismo, com
65% de inibigao; as demais estirpes também inibiram o crescimento do fungo,
com valores variando de 60% a 63,5% (Tabela 2).

Neste trabalho, todos os isolados de P. polymyxa que produziram AlA nos
testes in vitro também apresentaram grande capacidade de inibigao do fitopa-
tégeno F. verticillioides, o que indica que essa espécie pode atuar na promo-
¢ao de crescimento vegetal tanto de forma direta quanto indireta. Resultados
semelhantes foram observados por Din et al. (2020), que demonstraram o
elevado potencial de P. polymyxa para promover o crescimento de plantas
de milho (Zea mays) tanto pela capacidade de solubilizar fosfato quanto pelo
antagonismo contra fitopatégenos.
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Tabela 2. Média do raio da colénia e porcentagem de inibicdo do crescimento de
Fusarium verticillioides CML2743 e CML2778 em teste de confronto direto com
sete isolados de Paenibacillus polymyxa em relacdo ao controle contendo somente
Fusarium.

CML2743 CML2778

Tratamento Média PI* (%) Média PI* (%)
Controle 4,00a - 4,00a -
LIS01 1,70b 57,50 1,42d 65,0
LIS02 1,67b 58,25 1,50c 62,5
LIS06 1,60c 60,00 1,40d 65,0
LIS07 1,55¢ 61,25 1,62b 60,0
LIS04 1,32d 67,50 1,50c 62,5
LIS08 1,30d 67,50 1,47c 63,5

* Porcentagem de inibigdo obtida pelo teste de confronto direto entre os sete isolados de P. polymyxa e F.
verticillioides. Letras iguais na coluna nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

CONTROLE
2743

Fotos: Gisele de Fatima Dias Diniz

Figura 3. Teste in vitro com Fusarium verticillioides CML2743, que apresenta grande
capacidade de producao de fumonisinas, em confronto direto com estirpes de Paeni-
bacillus polymyxa.
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Figura 4. Teste in vitro com Fusarium verticillioides CML2778, mais agressivo para co-
lonizar a cultura do milho, em confronto direto com estirpes de Paenibacillus polymyxa.

Varios estudos demonstraram que bactérias antagonistas produzem
substancias com atividade antifungica, tais como peptideos e proteinas, e
outras substancias com atividade antimicrobiana (Li et al., 2020). Do mesmo
modo, tem sido demonstrada a existéncia de multiplos mecanismos relacio-
nados com a atividade antifungica dessas bactérias, incluindo a competicao
por nutrientes, produgédo de enzimas extracelulares e compostos volateis que
inibem o crescimento micelial de fungos (Lal; Tabacchioni, 2009; Hong et al.,
2016). Linhagens de Paenibacillus polymyxa inoculadas no solo produzem
fito-horménios e substancias volateis que agem no biocontrole de patégenos
e promovem o crescimento de plantas (Fiddaman; Rossall, 1993; Li et al.,
2020; Langendries; Goormachtig, 2021).

Herrera et al. (2016) observaram que cepas de Paenibacillus spp., isola-
das de sementes de trigo, foram capazes de inibir o crescimento de F. gra-
minearum em sementes de trigo in vitro, por causa da formagédo de grande
quantidade de biofilme. Estas bactérias também podem limitar a liberagéo de
exsudatos radiculares, evitando o crescimento de patdégenos (Haggag, 2010).
Naing et al. (2015) avaliaram in vitro uma estirpe de Paenibacillus ehimen-
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sis, e ela produziu compostos organicos extracelulares que inibiram F. oxys-
porum, demostrando alta capacidade de antibiose, promovido pelo género
Paenibacillus. Soni et al. (2021), usando a abordagem de analise genémica
de um isolado de P. polymyxa, demonstraram os atributos genéticos que con-
ferem motilidade, capacidade de colonizagao de raizes, atividade antagonis-
ta, solubilizacao de fosfato, e produgéo de enzimas hidroliticas, sideréforos e
compostos organicos volateis.

Testes usando PCR para amplificar a regiao conservada de Paenibacillus
contendo gene fusA revelaram que o isolado analisado (HK4) possuia a ca-
pacidade de produzir fusaricidina, que apresenta atividade inibitéria contra
espécies fungicas do género Fusarium. O uso da técnica de LC-ESI-MS/MS
(Liquid Chromatography Electrospray lonization Tandem Mass Spectrometric)
com extrato cru de HK4 confirmou a presenca de fusaricidina e que essa
substancia era o principal metabdlito produzido pela linhagem HK4 responsa-
vel pela atividade antifungica.

Parametros de planta como indicadores do nivel de
nitrogénio na cultura do milho

Neste experimento, a estirpe de Azospirillum spp. foi usada como controle
positivo, por seu conhecido potencial na disponibilizagado de nitrogénio para
as plantas.

Em geral, diante das diferentes dosagens de nitrogénio, foi verificado, pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, que houve aumento significativo
€ progressivo na maioria das variaveis avaliadas. Para AP, PP e DEsp, a
média das analises nos niveis de 90 e 180 kg.ha' ndo diferiram significativa-
mente entre si, porém apresentaram valores maiores comparados ao nivel
de 0 kg.ha' (Tabela 3). Estes resultados eram esperados, por causa da im-
portancia da adubacao nitrogenada nesta cultura, envolvendo os paradmetros
de crescimento em fungdo de doses crescentes, como ja observados em
diversos trabalhos da literatura.
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Diametro basal do colmo - 60 dias (DBC)

Em comparagdo com o controle nao inoculado, o DBC, quando néo foi
feita a adubagdo com N (0 kg.ha™), as estirpes LISO1 e LIS02 aumentaram
em 28,4% e 17,3%, respectivamente, e quando comparado ao controle A1
aumentaram em 19,6% e 9,2%, respectivamente. Nao houve diferenca signi-
ficativa entre os tratamentos quando utilizadas as doses de 90 kg.ha' e 180
kg.ha' de N em comparagédo com os controles (Tabela 4).

Tabela 4. Média do didmetro basal do colmo (DBC) aos 60 dias em razdo das dife-
rentes fontes de inoculagao e niveis de adubagao nitrogenada em plantas de milho.
Letras iguais na coluna n&o diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de proba-
bilidade.

60 dias DBC (mm)'

Inoculagéao?
0 kg.ha' N 90 kg.ha' N 180 kg.ha' N

Controle 8,09 a 11,22 a 12,82 a
LISO1 10,39 b 11,99 a 12,26 a
LIS02 9,49 b 11,98 a 12,11 a
LIS04 8,69 a 11,82 a 11,85 a
LIS06 8,46 a 11,45 a 12,15 a
LISO7 8,98 a 10,93 a 13,49 a
LIS08 8,21a 10,88 a 11,94 a
A1 8,69 a 12,52 a 12,06 a

"Letras iguais na coluna nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

2 O tratamento controle consiste na planta de milho ndo inoculada com cepas de P. polymyxa e LISO1 a
LISO07, numeracéo das cepas avaliadas de P polymyxa e A1 inoculadas com Azospirillum spp.

Altura de planta - 60 dias (AP)

Com 0 kg.ha'de N e os in6culos LIS04, LIS02, LISO1, LISO6 e A1, as
plantas apresentaram tamanho de 78,83 cm; 78,67 cm; 78,50 cm, 74,67 cm
e 78,00 cm, respectivamente. Nos niveis de 90 e 180 kg.ha'de N, ndo houve
acréscimo de altura significativo nos tratamentos com indculos em relagéo ao
controle.
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Para a altura de plantas (AP), com 0 kg.ha-1 de N, os in6culos LIS04,
LIS02, LISO1 e LIS06 apresentaram acréscimo de 11,0%, 10,8%, 10,6% e
5,2%, respectivamente, em relagdo ao controle sem inoculagdo. Ja compa-
rando ao controle positivo A1, no nivel de 180 kg.ha' de N, os inéculos LIS08,
LIS01 e LISO7 apresentaram aumento significativo de 13,4%, 10,3% e 7,7%
respectivamente. Para o nivel de 90 kg.ha' de N, ndo houve acréscimos de
altura significativos nos tratamentos com indculos em relagdo aos controles
(Tabela 5).

Tabela 5. Média de altura de planta (AP) aos 60 dias em razéo das diferentes fontes
de inoculagéo e niveis de adubagéo nitrogenada em planta de milho. Letras iguais na
coluna néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

60 dias AP (cm)’

Inoculagao?
0 kg.ha' N 90 kg.ha' N 180 kg.ha' N

Controle 71,00 a 103,50 b 102,17 b
LISO1 78,50 b 103,67 b 107,17 b
LIS02 78,67 b 105,00 b 95,50 a
LIS04 78,83 b 95,67 a 99,33 a
LIS06 74,67 b 88,83 a 95,67 a
LISO7 65,67 a 105.50 b 104,67 b
LIS08 66,67 a 96,33 a 110,17 b

A1 78,00 b 102,67 b 97,17 a

"Letras iguais na coluna nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

2 O tratamento controle consistiu na planta de milho nao inoculada com cepas de P. polymyxa e LIS01 a LIS07,
numeragdo das cepas avaliadas de P. polymyxa e A1 inoculadas com Azospirillum spp.

Peso de planta (PP)

Considerando o nivel de N, com 0 kg.ha", todos os inéculos conferiram
acréscimo de peso as plantas, sendo os maiores pesos registrados com os
inoculos LISO1 e LISO7. Com 90 kg.ha™ apenas quatro tratamentos tiveram
valores superiores ao controle, sendo eles: LIS04, LIS08, LISO1 e A1 (Tabela
6). No nivel de 180 kg.ha™', nenhum tratamento obteve valores superiores ao
controle sem inoculacao (Tabela 6).
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Considerando os niveis de N, com 0 kg.ha-1 de N os inéculos LIS01,
LIS07, LIS06, LIS08 e LIS02 conferiram acréscimo, em comparagao ao con-
trole negativo, de peso as plantas de 67,1%, 45,2%, 42,5%, 42,5% e 38,4%,
respectivamente, porém em relagdo ao controle positivo A1 esses inoculos
ndo apresentaram acréscimo significativo. Com 90 kg.ha de N apenas dois
tratamentos tiveram valores superiores aos controles, sendo eles: LIS04 e
LIS08, com acréscimos em relagéo ao controle negativo de 23,3% e 14,3%,
e 18,8%, e 10,5% em relagao ao controle positivo A1, respectivamente. No
nivel de 180 kg.ha' de N, nenhum tratamento obteve valores superiores ao
controle sem inoculagéo e, em alguns casos, houve uma redugao do peso
nos tratamentos, mas, em relagdo ao controle positivo A1, os tratamentos
LIS01, LISO7 e LISO4 apresentaram acréscimos de 16,8%, 13,7% e 9,2%,
respectivamente (Tabela 6).

Tabela 6. Média de peso de plantas de milho (PP) em razdo das diferentes fontes de
inoculagdo e niveis de adubagado nitrogenada. Letras iguais na coluna nao diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade

PP (g)'
Inoculagao?
0 kg.ha' N 90 kg.ha' N 180 kg.ha' N

Controle 243,33 a 443,33 a 510,00 b
LISO1 406,67 b 470,00 a 510,00 b
LIS02 336,67 b 443,33 a 446,67 a
LIS04 303,33 a 546,67 b 476,67 b
LIS06 346,67 b 393,33 a 463,33 a
LISO7 353,33 b 416,67 a 496,67 b
LIS08 346,67 b 506,67 b 433,33 a
A1 350,00 b 460,00 a 436,67 a

"Letras iguais na coluna nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

2 O tratamento controle consistiu na planta de milho n&o inoculada com cepas de P. polymyxa e LIS01 a
LISO07, numeracéo das cepas avaliadas de P. polymyxa e A1 inoculadas com Azospirillum spp.

Matéria seca da parte aérea (MSPA)

A variacéo estatistica da MSPA em funcao do inéculo ocorreu somente
com 180 kg.ha'de N, sendo que o aumento foi com a inoculagdo de LIS08
(34,32%), LIS02 (32,15%) e A1 (31,96%) que se diferiram significativamente
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quando comparados ao controle negativo (Tabela 7), sendo iguais ao controle
positivo A1.

O tratamento com biofertilizante (P. polymyxa + fosfato) gerou um aumen-
to significativo da matéria seca do feijao-caupi, da ordem de 52%, comparado
com o solo ndo inoculado (Silva et al., 2015). Segundo os autores, o incre-
mento da matéria seca pode estar associado diretamente com a produgao de
hormdnios de crescimento (giberelinas e auxinas), aumento da disponibilida-
de de ferro e, indiretamente, com os efeitos antagonisticos, a producao de
antibidticos e a competicado por nutrientes, conforme foi demonstrado por Lal
e Tabacchioni (2009). Outros fatores descritos em outros estudos podem cer-
tamente ter contribuido para o aumento da matéria seca, relatado por Silva
et al. (2015), tais como a fixagcado de N e a solubilizagdo de fosfato, além da
estimulacao na absor¢cao de macronutrientes (Ca, P, K e Mg) promovida pela
inoculacado de P. polymyxa (Silva et al., 2006).

Tabela 7. Média de matéria seca da parte aérea (MSPA) em razdo das diferentes
fontes de inoculagdo e niveis de adubagéo nitrogenada em planta de milho. Letras
iguais na coluna nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

MSPA (%)’
Inoculagao?
0 kg.ha' N 90 kg.ha' N 180 kg.ha' N

Controle 25,76 b 28,74 a 29,48 a
LISO1 2421 a 30,20 a 30,08 a
LIS02 25,75 b 2791 a 32,15b
LIS04 26,65 b 26,82 a 29,68 a
LIS06 22,79 a 30,61 a 29,91 a
LISO7 22,88 a 28,41 a 30,83 a
LIS08 24,60 a 28,99 a 34,32 b
A1 25,43 b 29,64 a 31,96 b

Letras iguais na coluna nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

2 O tratamento controle consistiu na planta de milho ndo inoculada com cepas de P. polymyxa e LIS01 a
LIS07, numeracéo das cepas avaliadas de P. polymyxa e A1 inoculadas com Azospirillum spp.

Peso seco de raizes (PSR)

No nivel de 180 kg.ha' de N, os tratamentos LIS06, LIS07 e LISO1 conferi-
ram acréscimo de 17,8%, 14,4% e 12,2%, respectivamente, no peso seco de



Tecnologia bioldgica para controle de Fusarium verticillioides e aumento da absorgdo de N no milho 23

empregando Paenibacillus polymyxa

raiz em relagéo ao controle negativo. Quando comparado ao controle positivo
A1, os acréscimos no PSR sao ainda maiores, com 22,1%, 18,6% e 16,3%,
respectivamente. Em contrapartida, nenhum tratamento com 0 kg.ha' e 90
kg.ha' de N apresentou aumento no PSR, em relacao aos controles (Tabela
8).

Considerando os valores de biomassa da parte aérea e raizes avaliados
neste trabalho, os isolados foram capazes de aumentar PSR, DBC, altura de
plantas, peso de plantas e MSPA de forma positiva, dependendo do isolado
e independentemente da dose de N. Entretanto, dependendo da dose de
N, um menor numero de isolados foi capaz de aumentar o crescimento da
parte aérea e de raizes em relagao ao controle positivo A1, Azospirillum sp,
espécie esta considerada na literatura como fixadora de N e promotora de
crescimento para a cultura do milho (Hungria et al., 2011). De forma global,
o isolado LIS 01 aumentou o peso seco da parte aérea e da raiz, o DBC e a
altura de plantas com ganhos significativos em relagdo a A1. E o isolado LIS
07 aumentou a altura e o peso seco de raizes em relagédo a A1.

Tabela 8. Média de peso seco de raiz (PSR) em razéo das diferentes fontes de inocu-
lagéo e niveis de adubagédo nitrogenada em planta de milho. Letras iguais na coluna
nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

PSR (g)!
Inoculagao?
0 kg.ha' N 90 kg.ha' N 180 kg.ha' N

Controle 13,84 a 39,79 b 38,11 a
LISO1 21,41 a 34,49 a 42,74 b
LIS02 16,28 a 32,57 a 32,48 a
LIS04 19,49 a 30,42 a 37,01 a
LIS06 18,09 a 30,03 a 44,88 b
LIS07 18,99 a 32,70 a 43,60 b
LIS08 22,28 a 27,58 a 38,52 a
A1 25,26 a 37,96 b 36,75 a

Letras iguais na coluna néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

2 O tratamento controle consistiu na planta de milho ndo inoculada com cepas de P. polymyxa e LIS01 a
LIS07, numeracéo das cepas avaliadas de P. polymyxa e A1 inoculadas com Azospirillum spp.
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Comprimento de espiga (CEsp)

Em relacdo ao comprimento de espiga (CEsp), no nivel de 90 kg.ha' de N,
destacaram-se os acréscimos proporcionados pelos indculos LIS04 (19,3%),
LIS08 (17,5%) e LISO7 (13,8%) em relagdo ao controle negativo, e, quando
comparado ao controle positivo A1, apresentaram valores estatisticamente
semelhantes. Em contrapartida, tanto no nivel de 0 kg.ha'de N quanto no de
180 kg.ha'de N, nenhuma fonte de inoculagdo apresentou valores estatisti-
camente superiores aos controles (Tabela 9).

Tabela 9. Média de comprimento de espiga (CEsp) em razéo das diferentes fontes de
inoculacéo e niveis de adubacéo nitrogenada em planta de milho. Letras iguais ndo
diferem entre si na coluna pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

CEsp (mm)'
Inoculagao?
0 kg.ha' N 90 kg.ha' N 180 kg.ha' N

Controle 75,34 a 109,97 a 131,60 a
LISO1 102,07 a 112,32 a 132,41 a
LIS02 87,91 a 96,26 a 125,10 a
LIS04 82,19 a 131,15 b 135,51 a
LIS06 91,24 a 106,03 a 119,93 a
LISO7 89,42 a 125,13 b 126,29 a
LIS08 74,24 a 128,95 b 115,26 a
A1 86,58 a 122,09 b 125,56 a

"Letras iguais na coluna nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

2 O tratamento controle consistiu na planta de milho ndo inoculada com cepas de P. polymyxa e LIS01 a
LIS07, numeracéo das cepas avaliadas de P. polymyxa e A1 inoculadas com Azospirillum spp.

Diametro de espiga (DEsp)

Para o didametro da espiga (DEsp) na dosagem de 0 kg.ha' de N, foi ob-
servado que todas as fontes de inoculagédo conferiram aumento de diametro
quando comparadas ao controle negativo, contudo, apenas o indculo LISO1
obteve aumento significativo quando comparado ao controle positivo A1, com
16,7% de aumento. Nos niveis de 90 kg.ha' e 180 kg.ha de N, nenhuma
fonte de indculo apresentou resultado maior que os controles (Tabela 10).
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Tabela 10. Média de didmetro de espiga (DEsp) em razdo das diferentes fontes de
inoculacéo e niveis de adubac&o nitrogenada em planta de milho. Letras iguais na
coluna nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

DEsp (mm)’
Inoculagao?
0 kg.ha' N 90 kg.ha' N 180 kg.ha' N

Controle 18,21 a 34,19 a 36,64 a
LIS01 35,39d 35,20 a 32,00 a
LIS02 25,78 b 33,09 a 35,03 a
LIS04 28,92 ¢ 32,23 a 35,13 a
LIS06 28,81 ¢c 29,84 a 35,00 a
LISO7 27,40 c 38,42 a 34,36 a
LIS08 24,08 b 32,89 a 32,39 a
A1 30,34 c 35,25 a 35,21 a

Letras iguais na coluna nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

2 O tratamento controle consistiu na planta de milho nao inoculada com cepas de P. polymyxa e LIS01 a LIS07,
numeragao das cepas avaliadas de P. polymyxa e A1 inoculadas com Azospirillum spp.

Peso de mil graos (PMG)

Diante das trés doses de nitrogénio testadas associadas as diferentes fon-
tes de inoculagéo, para o parametro peso de mil graos (PMG), foi observado
que, na dose de 0 kg.ha, apenas dois inéculos influenciaram significativa-
mente o peso de graos quando comparados com os controles, LIS07 (6,16%)
e A1 (21,7%) (Tabela 11). Com a dose de 90 kg.ha', A1 (185,92 g) LIS08
(182,14 g) e LISO1 (181,71 g) apresentaram maiores valores em relagdo ao
controle. No nivel de adubagédo de 180 kg.ha' de N, os isolados LIS04, LIS06,
LISO7 e o controle A1 incrementaram em 23,4%, 9,9% e 3,0% e 8,9% o peso
de graos, respectivamente. Ja comparando com o controle positivo A1, nas
doses de 0 kg.ha-1 e 90 kg.ha-1 de N ndo houve nenhum inéculo que confe-
riu acréscimo ao PMG, porém no nivel de 180 kg.ha' o inéculo LIS04 conferiu
um incremento de peso de 13,3% (Tabela 11). Neste trabalho, a maior pro-
dugao de graos com a inoculagéo do Azospirillum sp (A1) ndo dependeu da
dose de N, e para os isolados de Paenibacillus, o comportamento foi distinto
em cada dose, entre os isolados, com destaque para LIS04 e LIS 07, que
também aumentaram o CEsp em relagdo ao controle negativo. Lembrando
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que, em relagdo aos parametros vegetativos da planta de milho, o isolado
LIS 07 aumentou também a altura e o peso seco de raizes em relagéo a A1.

Tabela 11. Média de peso de mil graos (PMG) em razdo das diferentes fontes de
inoculacéo e niveis de adubacéo nitrogenada em planta de milho. Letras iguais ndo
diferem entre si na coluna pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Peso 1.000 grios (g)"

Inoculagao?
0 kg.ha' N 90 kg.-ha' N 180 kg.ha' N

Controle 157,57 ¢ 179,04 b 159,52 b
LISO1 157,42 c 181,71 ¢ 149,00 a
LIS02 152,76 b 177,65 b 159,03 b
LIS04 124,92 a 169,63 a 196,90 e
LIS06 152,40 b 171,55 a 175,31d
LIS07 167,28 d 177,18 b 164,29 c
LIS08 158,15 ¢ 182,14 ¢ 160,43 b

A1 191,82 e 185,92 d 173,83d

Letras iguais na coluna nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

2 O tratamento controle consiste na planta de milho nao inoculada com cepas de P. polymyxa e LIS01 a LIS07,
numeragao das cepas avaliadas de P. polymyxa e A1 inoculadas com Azospirillum spp.

Plantulas de milho originadas de sementes inoculadas com P. polymyxa
apresentaram aumento significativo no crescimento de plantas (35%) e no
incremento da biomassa (31%), 30 dias apos a inoculagéo (Puri, 2015).

El-Hadad et al. (2011) demonstraram o carater multifuncional de P. polymy-
xa ao descreverem os resultados de seus experimentos em que P. polymyxa
aumentou o significativamente o comprimento do caule, o nimero de folhas
por planta e peso da matéria seca das plantas inoculadas (caule e raizes),
por causa do estimulo na mobilizagdo de nutrientes do solo (nitrogénio, fos-
fato e potassio) e da sua atividade como agente de controle biolégico. Outros
efeitos atribuidos a essa espécie bacteriana também devem ter contribuido
para os resultados apresentados pelos autores mencionados, como a indu-
¢ao de resisténcia sistémica conferindo protecdo as plantas contra estresses
bidticos e outros tipos de estresse ambiental, conforme relatado por Jeong et
al. (2019).
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Em resumo, a bactéria Paenibacillus polymyxa apresenta inumeras van-
tagens para o estabelecimento de uma agricultura sustentavel e preservacéo
ambiental. O conjunto dos diferentes atributos dessa espécie contribui para
o crescimento de plantas e aumento da produtividade agricola. Entre as ati-
vidades comprovadas nessa espécie bacteriana pode-se destacar: 1- a solu-
bilizagdo de fésforo, melhorando a saude de plantas e do solo; 2- promogao
da expansao radicular e o crescimento de plantas por meio da producéo de
hormonios tais como citocininas, auxinas, etileno e giberelinas; 3- redugcao
da atividade de patogénica de bactérias e fungos promovendo a imunizagao
das raizes das plantas; 4- atividade inseticida; 5- fixagdo de nitrogénio na
forma de aménia (NH3) que é absorvida pela planta; 6- aumento da poro-
sidade do solo, pela liberagao de matéria organica e producao de biofilmes
(Lal; Tabacchioni, 2009; Grady et al., 2016). Essa bactéria também produz
exo-polissacarideos (EPS), enzimas hidroliticas (amilases, celulases, hemi-
celulases, lipases, pectinases, oxigenases, dehidrogenases, enzimas modifi-
cadoras de lignina e mutanases) e antibiéticos (polimixina e fusaridicina) com
vasta aplicagdo na saude humana e industrial (Liu et al., 2012; Liang et al.,
2015; Pleszczynska et al., 2015; Baindara et al., 2016).

Conclusoes

Os resultados dos testes in vitro com os seis isolados de P. polymyxa,
embora nao tenham revelado valores elevados para a produgao de AlA, mos-
traram grande potencial para o uso desses microrganismos como agentes de
biocontrole contra F. verticillioides. Duas cepas (LISO1 e LIS06) apresentaram
inibicao de 65% do crescimento do fitopatdgeno.

As plantas do milho responderam significativamente aos trés niveis de
adubacao nitrogenada e, dentro desses niveis, as plantas também respon-
deram aos diferentes inéculos de forma distinta para cada variavel analisada.

Para o nivel de 0 kg.ha™', destacou-se a estirpe LIS01, que forneceu resul-
tados com valores acima do controle em quase todos os parametros analisa-
dos, exceto em MSPA e PMG.

Para 90 kg.ha', todas as estirpes apresentaram valores superiores ao
controle nao inoculado pelo menos em dois pardmetros. As estirpes LIS07 e
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LIS08, no entanto, destacaram-se em trés parametros, sédo eles AP, CEsp e
DEsp e PP, CEsp e PMG, respectivamente.

Considerando o nivel de 180 kg.ha'de N, houve variagdes pouco expres-
sivas em todos os parametros analisados, destacando-se apenas o PMG ob-
tido com as estirpes LIS04 e LIS06, que foi expressivamente maior que os
demais tratamentos.

Analisando todos os dados, LIS 01 apresentou superioridade nos testes
de antagonismo e na planta, e LIS 07 e LIS 04 apresentaram resultados su-
periores em mais de uma dose de N e em parametros vegetativos e de produ-
tividade da planta de milho quando comparadas ao Azospirillum sp.

Outros parametros igualmente importantes para promover o crescimento
de plantas, tais como fixagao de N, capacidade de solubilizagao de nutrientes
do solo e a produgéo de biofilme em plantas, serdo estudados futuramente.

Considerando que a atividade bacteriana, tanto nas condigdes de labora-
tério como em casa de vegetacédo, pode variar quando testadas no campo,
é fundamental que as atividades fungicidas e promotora de crescimento dos
isolados de Paenibacillus polymyxa sejam testadas nas condigbes de campo.
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