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RESUMO

A cultura do abacaxi Ananas comosus (L. Merr), desempenha funcdo importante no cendrio
agricola, no entanto, esta propensa a entraves fitossanitarios, como a doenca fusariose. Uma
alternativa de manejo para essa doenca ¢ através da aplicacdo de agentes biodticos, como uma
estratégia de biocontrole dessa doenca. O género Bacillus sp. € composto por bactérias Gram-
positivas que apresentam potencial para implementar o controle bioldgico de fitopatogenos e
estimular o crescimento vegetal. Nesse sentido, o objetivo desta pesquisa foi avaliar os
mecanismos de acdo de isolados de Bacillus spp. e sua capacidade de promover o controle
biolégico de Fusarium guttiforme in vitro e in vivo em mudas de abacaxizeiro. O delineamento
utilizado nesta pesquisa foi o DIC com 18 isolados de Bacillus spp. € um isolado de F.
guttiforme. Nos testes in vitro os isolados foram avaliados quanto a: producao de acido
indolacético (AIA), &cido cianidrico (HCN), enzima catalase (CAT), solubilizagdo de fosfato,
formacao de biofilme e efeito antagdnico sobre o patdgeno. Os ensaios in vivo consistiram em
avaliacoes dos isolados bacterianos quanto ao antagonismo contra F. guttiforme em mudas de
abacaxizeiro. As avaliagdes ocorreram em duas etapas, a primeira com vinte e um dias de
inoculacdo (avaliagdo externa) a segunda aos trinta dias (avaliagdo interna). Todos os
tratamentos de Bacillus spp. foram capazes de produzir AIA, enzima catalase, solubilizar
fosfato e exibiram efeito antagdnico sobre o fitopatogeno. Na formagao de biofilme seis
isolados foram capazes de produzir esse mecanismo e dezessete produziram HCN em condigdes
de laboratorio. Para os testes in vivo foram utilizadas mudas de abacaxizeiro tipo filhote entre
15 e 20 cm de altura das cultivares Turiagu, Pérola e Turipaz. Nos resultados encontrados, a
cultivar Turiagu apresentou tolerancia ao fitopatégeno em todas as avaliagdes. Os isolados
MGSS 288 e 443 responderam melhor na redugdo da lesdo para avaliagdo externa da cultivar
pérola, na parte interna o isolado MGSS 444 apresentou um efeito positivo para inibir o
crescimento da lesdo. A variedade Turipaz na avaliagdo externa ndo apresentou diferencga entre
os tratamentos com Bacillus spp. e o tratamento controle, verificou-se na parte interna maiores
proporcdes da lesdo. Nesta avaliagdo, o isolado MGSS 445 obteve potencial para controlar o
crescimento do fitopatdogeno. As respostas desse estudo indicam o potencial de isolados de
Bacillus spp. como produtores de mecanismos de agdo e biocontrole. Sobretudo, configuram
uma ferramenta viavel de uso sustentdvel para reduzir o efeito deletério do fitopatogeno F.
guttiforme nos sistemas produtivos de abacaxizeido.

Palavras-chave: Bacillus spp.; Mecanismos de agdo; Doengas fingicas; Biocontrole.



ABSTRACT

The culture of Ananas comosus ( L.Merr ), plays an important role in the agricultural scenario,
however it is prone to phytosanitary obstacles, such as fusariosis disease . An alternative
management for this disease is through the application of biotic agents, which induce resistance
in the plant. The genus Bacillus sp. It is composed of Gram-positive bacteria that have the
potential to implement biological control of phytopathogens and stimulate plant growth. In this
sense, the objective of this research was to evaluate the mechanisms of action of Bacillus spp.
and its ability to promote biological control of Fusarium guttiforme in vitro and in vivo with
pineapple seedlings. The design used in this research was the DIC with 18 isolates of Bacillus
spp. and an isolate of F. guttiforme . In in vitro tests, the isolates were evaluated for: production
of indoleacetic acid (IAA), hydrocyanic acid (HCN), catalase enzyme (CAT), phosphate
solubilization, biofilm formation and antagonistic effect on the pathogen. The in vivo tests
consisted of evaluations of bacterial isolates regarding antagonism against F. guttiforme in
pineapple seedlings. The evaluations occurred in two stages, the first at twenty-one days of
inoculation (external evaluation) and the second at thirty days (internal evaluation). All Bacillus
spp. treatments were able to produce IAA, catalase enzyme, solubilize phosphate and exhibited
an antagonistic effect on the phytopathogen . In the biofilm formation, six isolates were capable
of producing this mechanism and seventeen produced HCN under laboratory conditions. For in
vivo tests, pineapple seedlings between 15 and 20 cm tall of the cultivars Turiagu, Pérola and
Turipaz were used . In the results found, the Turiagu cultivar showed tolerance to the
phytopathogen in all evaluations. Isolates MGSS 288 and 443 responded better in reducing the
lesion for external evaluation of the pearl cultivar, in the internal part the isolate MGSS 444
showed a positive effect to inhibit the growth of the lesion. The Turipaz variety in the external
evaluation showed no difference between treatments with Bacillus spp. and the control
treatment, greater proportions of the lesion were found in the internal part. In this evaluation,
MGSS 445 had the potential to control the growth of the phytopathogen . The responses from
this study indicate the potential of Bacillus spp. isolates. as producers of mechanisms of action
and biocontrol , in this way, they constitute a viable tool for sustainable use to reduce the
deleterious effect of the phytopathogen F. guttiforme in pineapple production systems

Keywords: Bacillus spp.; Mechanisms of action; Fungal diseases; Biocontrol.
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CAPITULO I

INTRODUCAO GERAL E REFERENCIAL TEORICO
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1 INTRODUCAO GERAL

O abacaxizeiro Ananas comosus(L.Merr) ¢ uma planta pertencente ao género Ananas €
a familia Bromeliaceae. Todas as suas variedades sdo comestiveis, caracterizadas como
herbaceas e perenes (Coppens D’eeckenbrugge; Leal, 2003; Ferreira et al., 2011). Classificado
como infrutescéncia das monocotiledoneas (Marin et al., 2008), ¢ originaria da América do Sul
e se adapta bem a climas tropicais e subtropicais. A fruta do abacaxizeiro ¢ amplamente
apreciada em varias partes do mundo devido ao seu aroma e sabor marcantes, além de oferecer
um alto valor nutricional. Pode ser consumida tanto fresca, quanto industrializada (Franca-
Santos et al., 2009; Souza, 2011).

A cultura do abacaxi desempenha uma fung¢do importante no cenario agricola mundial,
sendo cultivado em mais de 60 paises. Os principais produtores de abacaxi em milhdes de
toneladas, sdao as Filipinas (2,70), Costa Rica (2,62), Brasil (2,45), Indonésia (2,44), China
(2,22), Tailandia (1,53) e Nigéria (1,50) (FAO, 2020). No Brasil ¢ a sexta fruta mais cultivada,
com destaque para as regioes Norte e Nordeste. No estado do Maranhdo o municipio de maior
producdo ¢ Sao Domingos do Maranhao (IBGE, 2022).

No entanto, toda essa demanda esta propensa a entraves fitossanitarios e dentre os de
maior propor¢cdo na producao/produtividade da cultura estdo as doengas causadas por
fitopatogenos, como os fungos que podem esta presentes desde o inicio do cultivo do abacaxi
até a pos-colheita, causando redugdo da qualidade e desenvolvimento dos frutos (Granada et
al., 2004; Stepien et al., 2013; Berilli et al. ,2014; Matos, 2019).

A fusariose conhecida como gomose ou resinose ¢ a doenca de maior propagagao no
cultivo do abacaxizeiro, causada pelo agente etiologico Fusarium guttiforme Nirenberg e
O’Donnell(Aquije et al., 2010). Os principais sintomas apresentados nos frutos incluem
descoloragdo, exsudacdo de goma, casca podre, a planta infectada apresenta folhas com
podridao seca, exsudagdo de goma, necrose, clorose e curvatura do caule (Rohrbach; Schmitt,
1998). No intuito de reduzir o impacto da fusariose nos sistemas de produgdo algumas praticas
culturais sdo adotadas pelos agricultores, como o uso de mudas sadias, inspe¢des periodicas,
retirada de plantas doentes, e o principal, o controle quimico através de pulverizagdo de
agroquimicos a partir dos 40 dias depois da inducao floral, em seguida 15 dias posterior o
fechamento por completo das flores (De Matos et al., 2013).

A expansao do cultivo resultou no uso excessivo e continuo de produtos quimicos, como
fertilizantes, pesticidas e herbicidas, em sistemas agricolas. Essa pratica tem gerado uma série

de impactos negativos, que vao desde danos ambientais até problemas de saude
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paraagricultores e consumidores (Glick, 2014; Schutte et al., 2017). Isso evidencia um dos
principais desafios da agricultura moderna, que muitas vezes recorre a solugdes imediatas e
prontas para uso. Porém, ¢ importante notar que no cendrio agricola brasileiro, hd uma crescente
tendéncia em direcdo a adog¢do de produtos biologicos. Esses produtos ndo apenas sao
ambientalmente mais sustentdveis, mas também sao projetados de forma a ndo representar
riscos para a saude humana quando usados em sistemas de cultivo (Souza et al., 2015).

Diante da necessidade de aplicar praticas mais sustentaveis nas areas de cultivo, ha uma
corrente alinhada de pesquisas em diversas areas do conhecimento, que visam explorar o
potencial de microrganismos vivos, a base de formulagdes biologicas mediante pesquisas in
vitro e in vivo, com o objetivo de aplica-las no controle de fitopatdgenos e pragas agricolas
(Glick, 2014). Nesse contexto, a utilizacdo de microrganismos benéficos para promover o
desenvolvimento das culturas, seja através da promogao de crescimento, seja através docontrole
biolégico, ndo ¢ uma pratica nova. Dentre esses microrganismos, as bactérias se destacam
devido a sua maior capacidade competitiva para colonizar o solo em comparacdo comoutros
microrganismos (Glick, 2012). Essa técnica promissora tem o potencial de aumentar a
produtividade das culturas e melhorar a qualidade dos alimentos (Souza et al. ,2015).

Dentre estes microrganismos estdo as bactérias promotoras de crescimento de plantas
(BPCPs), organismos de vida livre que desencadeiam, direta ou indiretamente, uma série de
processos metabolicos e fisiologicos nas plantas, contribuindo para seu crescimento. Entre as
BPCPs, destacam-se as bactérias pertencentes ao género Bacillus spp., esse género foi
descoberto em 1872 por Cohn e engloba uma vasta diversidade, compreendendo mais de 200
espécies e subespécies, apresentam forma de bastonete, sdo aerdbias e facultativamente
anaerobicas, gram-positivas, fisiologia habil capaz de produzir enddsporos, condicdo de
resisténcia a ambientes divergentes, e estdo presentes em diversos habitats (Miljakovic;
Marinkovi¢; Balesevi¢-Tubié, 2020).

As bactérias promotoras de crescimento vegetal e controle biolégico atuam por meio de
diversos mecanismos distintos. Estes incluem a fixa¢ao de nitrogénio atmosférico (Falkowski,
1997; Santi; Bogusz; Franche, 2013), a solubilizagdo de minerais, como fosforo (Anand;
Kumari; Mallick, 2016), a producao de sider6foros, moléculas capazes de solubilizar e capturar
ferro, e ainda a sintese de reguladores de crescimento vegetal, como o AIA, que amplificam o
desenvolvimento das plantas em multiplos estagios de seu ciclo (Matsuda et al., 2018).
Pesquisas recentes tém evidenciado o potencial promissor da linhagem de Bacillus ssp. para
estimular o crescimento vegetal e implementar o controle biologico. Isso se deve, em grande

parte, a sua notavel capacidade de produzir enddsporos, estruturas celulares que oferecem
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vantagens na gestao e na formagao de colonias na regido rizosférica. Além disso, essas bactérias
demonstram eficiéncia quando utilizadas em conjunto com outras linhagens bacterianas (Bettiol
et al.,2012; Meena et al., 2016).

A atividade bioldgica desempenhada por bactérias antagonicas em sistemas agricolas
proporciona um manejo adequado, sem prejuizos ao meio ambiente, a0 mesmo tempo em que
promove a sustentabilidade nos cultivos e aumenta a produgdo e produtividade das culturas
hospedeiras (Filippi ef al.,2011; Braga Junior.,et al., 2017).

O biocontrole da fusariose através do uso de Bacillus sp. antagonistas tém se mostrado
uma alternativa vidvel dentro dos sistemas de cultivo (Maciel et al., 2014). Considerando o
aumento da procura por produtos alternativos que nao causem danos ao ambiente € ao homem,
o estudo dos mecanismos de acdo de Bacillus spp. promotores de crescimento de planta e
controle biologico torna-se importante para futuro desenvolvimento de bioprodutos, que
promovam o crescimento de plantas e o biocontrole de doengas. Nesse sentido, o objetivo desta
pesquisa foi avaliar os mecanismos de agao de isolados de Bacillus spp. e sua capacidade de

promover o controle bioldgico de Fusarium guttiforme in vitro e in vivo em mudas de abacaxi.

2  REVISAO DE LITERATURA
2.1 A cultura do abacaxi

O abacaxizeiro Ananas comosus (L. Merr), ¢ uma frutifera de cultivo exclusivo das
zonas tropicais e subtropicais do hemisfério norte e sul, originario da América do sul. De porte
monocotiledoneo, perene, herbacea, pertence a familia das Bromeliaceas, infrutescéncia de
conhecimento mundial como anands, pineaple, pifia, abacaxi (Ventura et al., 1981; Marin et al.,
2008).

No Brasil o abacaxizeiro representa relevancia no cenario socioecondmico, dispde de
uma area colhida de 64.174 ha, obteve uma producao de 1.558.201 toneladas de abacaxi, com
uma média de 24.291 frutos/ha o cultivo ocorre em todos as regides brasileiras, sendo Norte e
Nordeste, as mais proeminentes em termos de produgdo (IBGE, 2022).

No estado do Maranhdo, a releviancia do cultivo de abacaxi é notavel, com uma area
colhida de 2.464 ha que resultou em uma producao expressiva de 56.687 toneladas da fruta. A
média de 23.006 frutos/ha evidencia a eficiéncia do processo produtivo nessa regido
Destacando-se entre os municipios maranhenses Sao Domingos do Maranhao, que lidera em
producdo, alcancando a marca de 50.474,00 milhdes de abacaxis. Esta expressiva produgao

ocorreu em uma area plantada e colhida de 1.950 hectares, com uma média de 23.100 frutos/ha,
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sendo o cultivar Pérola predominante nesse cenario. O segundo municipio em produgdo
consideravel ¢ Turiacu, que apresenta uma produtividade de 6.055 milhdes de abacaxis. Com
uma area plantada e colhida de 240 hectares, e média de 25.229 frutos/ha, com o cultivar
Turiagu prevalecendo nesse contexto. Os municipios de Graga Aranha, Tuntum e Lago dos
Rodrigues também se destacam na produgdo de abacaxi, contribuindo para consolidar o
Maranhao como um dos importantes polos produtores dessa fruta dentro da regidao Nordeste.
As variedades cultivadas para fins comerciais dentro do Estado sao Boituva, Imperial, Pérola e

Turiacu (IBGE, 2022)

2.2 Geénero Fusarium

O género Fusarium pertence ao filo Ascomycota, classe, ordem Hypocreales e familia
Nectriaceae. Descrito em 1808 por Link, este género compreende espécies de fungos
filamentosos hialinos conhecidos por sua distribuicdo cosmopolita. Podem ser encontradas nos
diversos ambientes, incluindo solo, raizes, parte aérea das plantas, em restos vegetais e outros
substratos organicos (Nelson et al.,1994; Lombard et al., 2015). As espécies de Fusarium sao
reconhecidas por provocar diversas doengas em plantas de cultivo agrondmico, como a
podridao da coroa, giberela, murcha vascular, podridao das raizes em uma ampla variedade de
culturas horticolas (Asem et al., 2017).

O Fusarium ndo apenas pode desencadear diversas doengas em plantas, mas também
representam uma ameaga para a saude humana e animal devido a producao de micotoxinas,
como fumonisinas, tricotecenos e zearalenona. Além disso, essas espécies de Fusarium tém o
potencial de causar danos a produtos armazenados, incluindo cereais, arroz e diversas outras
culturas (Nesvorna et al., 2012). A espécie de Fusarium guttiforme € capaz de produzir
microconideos hialinos, os quais se destacam por apresentar células basais e apicais
diferenciadas. Essas caracteristicas distintivas desempenham um papel fundamental na

taxonomia especifica dessa espécie (Ventura; Zambolim, 2002).

2.2.1 A fusariose do abacaxi

O agente etiologico da fusariose no abacaxizeiro ¢ o Fusarium guttiforme descrito por
Nirenberg e O’Donnel, (1998), através da caracterizacdo morfologica e filogenética. A doenga
foi publicada a nivel mundial pela primeira vez na Argentina em 1954 por Rohrbach, (1994) e
constatada no Brasil pela primeira vez em 1964, no estado de Sao Paulo, na variedade Smooth
Cayenne, posteriormente no Rio de Janeiro e Minas Gerais, depois se dispersou para todas as

regides produtoras por meio de material propagativo infectado (Barbosa; Silva, 2006). A



18

fusariose denominada resinose fingica ou gomose destaca-se como doenca mais significativa
e prejudicial ao abacaxizeiro de acordo com Souza et al. (2016), podendo ocasionar perdas
substancial de 20% nas mudas e entre 30 e 40 % nos frutos, em alguns casos pode atingir os
100% da producao (Ventura et al.,2009; Matos et al., 2011).

Em plantas hospedeiras assim como no abacaxizeiro, o F. guttiforme persiste nas folhas
de maneira epifita, ndo produzindo clamidosporos, o que resulta em uma capacidade
competitiva limitada do fitopatogeno (Alves, 2006).Porém, materiais propagativos
contaminados e restos de cultura facilitam a sobrevivéncia desse fungo, servindo como
principal fonte de indculo inicial. A disseminacao do F. guttiforme ocorre liviemente por meio
do vento, chuva, transporte de material propagativo infectado e agcdo de insetos (Barbosa e
Silva, 2006).

Durante o estagio de evolugdo vegetativa, os sintomas se manifestam por meio de lesdes
no ter¢o inferior do caule e nas folhas dessa area, com a infec¢ao restrita & por¢ao basal nao
clorofilada. Os tecidos na regido clorofilada demonstram maior resisténcia conforme
amadurecem. Apods o desenvolvimento da lesdo no caule, ocorre uma redugao no fluxo da seiva,
resultando em sintomas como clorose, murcha, enfezamento e eventual morte da planta. Além
disso, a planta infectada também apresenta sintomas que incluem a redu¢ao no comprimento
das folhas, morte do meristema apical, encurtamento e curvatura do caule, afunilamento da
planta e, eventualmente, a morte (Ventura; Zambolim,2002; Joy;Sindhu,2012).

O desenvolvimento da fusariose pode acontecer em qualquer estagio fenologico e 6rgao
da planta, entretanto o fruto ¢ a parte de maior ocorréncia dos sintomas e indicios. Os sintomas
predominantes compreendem lesdes no caule, infeccdes na porgdo aclorofilada e a exsudagao
de goma. J4 nos frutos, os sintomas englobam descoloracdo que varia de marrom claro a escuro,

casca ressecada, deterioragdo na regiao infectada e a exsudagao de goma (Jacobs et al.,2010).

2.3 Bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCPs)

A pesquisa e compreensao das bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCPs)
sdo cruciais para o desenvolvimento da agricultura sustentavel. No solo, hd uma ampla
variedade de microrganismos coexistente, incluindo bactérias, fungos, actinomicetos,
protozoarios e algas. Dentre esses habitantes do solo, as bactérias se destacam como os mais
abundantes (Glick, 2012). Varios estudos estdo em processo para melhor entender as variedades
e relevancia das comunidades de solo-BPCPs, e seu papel no beneficio nos vegetais. Contudo,
o desempenho desses microrganismos esta sujeito a uma série de fatores, incluindo condi¢des

ecologicas, espécies vegetais, idade da planta, estagio de desenvolvimento e, em particular, o
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tipo de solo (Prasad et al., 2019).

As BPCPs tém a capacidade de estimular o crescimento das plantas, a0 mesmo tempo
em que se beneficiam dos exsudatos radiculares, um processo essencial para a adaptacdo a
diferentes ambientes, incluindo a regulacdo da interagdo planta-microrganismo na rizosfera
(Ahemad; Kibret, 2014). Esses microrganismos utilizam diversos mecanismos para beneficiar
as plantas, seja diretamente, por meio da fixacdo biologica de nitrogénio, solubilizagdo de
fosfato, producao de fitormdnios, ou indiretamente, através da producdo de siderdforos e
biofilmes (Singh et al. ,2017). A literatura cientifica relata varios géneros de bactérias com a
capacidade de promover o crescimento das plantas, aumentando a produtividade de graos, a
taxa de emergéncia de sementes, a biomassa vegetal e o rendimento da colheita. Esses géneros
incluem Acetobacter, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Klebsiella,
Pseudomonas e Serratia (Kang et al., 2019).

Esses recursos biotecnologicos surgiram como praticas alternativas para substituicao de
fertilizantes processados industrialmente (Glick, 2012). Embora a interagdo entre plantas e
microrganismos possa ser benéfica para as plantas hospedeiras, promovendo seu crescimento,
ela também pode ser prejudicial, levando ao amensalismo e a redugdo do crescimento ou mesmo
a morte da planta. Portanto, € essencial compreender as interagdes planta-microrganismo em
sua totalidade, a fim de incentivar microrganismos benéficos ao crescimento das plantas e
desenvolver estratégias de controle de patégeno (Hardoim et al., 2015; Meena et al., 2016).
Essas interagdes podem ocorrer de varias maneiras, mas, de modo geral, formam um
microbioma capaz de colonizar os trés compartimentos da raiz separados: a rizosfera, rizoplano

e endosfera, bem como os tecidos internos, incluindo a filosfera (Hardoim ez al., 2015).

2.3.1 Género Bacillus sp.

O género Bacillus ¢ composto por bactérias Gram-positivas pertencentes ao dominio
Bactéria, Filo Firmicutes, Classe Bacelli, Ordem Bacillales; Familia Bacillaceae (Ciccarelli et
al.,2006;Wu et al., 2009), apresentado em 1872 por Cohn e engloba mais de 200 espécies e
subespécies descritas. Possuem forma de bastonete, sdo aerdbias e facultativamente
anaerobicas, fisiologia hébil capaz de produzir endosporos, condicao de resisténcia a ambientes
divergentes (Miljakovié¢; Marinkovi¢; Balesevi¢-Tubi¢, 2020). As espécies de Bacillus sdo
cosmopolitas em quase toda natureza, isolados dos mais diversos ambientes como agua doce,
agua salgada, solo, plantas, animais e ar (Pignatelli et al., 2009).

Santos et al. (2021), demonstraram que a inoculacao de B. subtillis e B. megaterium em

solo de cultivo de aveia (Avena sativa L.), resultou em um aumento significativo no crescimento



20

e na qualidade nutritiva das plantas. De acordo com Olanrewaju; Glick; Babalalo (2017), a
inoculagcdo em milho (Zea mays L), com B. subtilis melhorou o crescimento e a produtividade.
Diversas bactérias do género Bacillus tém sido estudadas para aplicacdo como biofertilizantes,
biofungicidas e biopesticidas, por serem produtoras de endosporos, pois essa caracteristica
facilita seu manejo e inoculacdo em solos, além de possibilitar o cruzamento com outras
linhagens bacterianas (Bettiol ef al., 2012; Meena et al., 2016).

Em condi¢des de formulagdao biologica, esses microrganismos tém a capacidade de
modular a sintese de fitormodnios, afetando o metabolismo da planta para se adaptar a diferentes
condi¢cdes ambientais (Meena et al., 2016). As bactérias do género Bacillus spp. mitigam o
estresse causado pelas condicdes ambientais quando agem como aceleradoras de crescimento,
mediante a produgao dos fitormonios, acido indol-3- aético (AIA), giberalina, citocinina, acido
abscisico (ABA), bassinoesterdides, estrigolactonas e da enzima ACC deanimase (Bettiol ez al.,
2012). A enzima ACC deaminase em concentragdes elevadas reduz o etileno e
consequentemente, diminui os efeitos do etileno na planta, clorose foliar e senescéncia (De

Sousa; Ambrosini; Passaglia, 2015).

2.3.2  Bacillus methylotrophicus spp.

A espécie Bacillus methylotrophicus caracteriza-se como bactérias aerdbicas, movel,
que possui endosporos em forma de bastdes, encontra-se na rizosfera e apresenta potencialidade
de promocao de crescimento de planta. O grande interesse nessa espécie bacteriana consiste na
sua interagdo benéfica com plantas principalmente para fins agrondmicos. Essa espécie produz
bacteriocinas, antibidtico inibidor de microrganismos fitopatogénicos, possui a capacidade de
biorremediar solos e age no controle de doengas causadas por patégenos, promovendo o
controle biologico (Monnerat et al., 2020).

Pesquisas realizadas por Sun et al.(2019), constataram que B. metylotrophicus pode
impulsionar a desenvoltura das raizes de mudas de tomateiro, aumentar a mineralizacao de
substratos de carbono organico e inorganico, manter equilibrio de substrato organico e aumentar
a atividade enzimatica do solo, com dose mais eficiente de 1,00 g/cepa. Em experimento
semelhante Wang et al.(2020), verificaram que B. methylotrophycus restaurou o ambiente
rizosférico de mudas de pepino e melao cultivadas em sacos de substratos organicos, além de
promover melhor rendimento e qualidade dos frutos.

Dourado et al.(2020) observaram que a microbiolizagdo de sementes de pimentdo
(Capsicum annum L.) com B. methylotrophycus controlou 100% dos fungos fitopatogénicos

associados as sementes. Existem dois produtos registrados no Ministério da Agricultura,
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Pecudria e Abastecimento — MAPA (Agrofit, 2020) a base de B. methylotrophicus, ambos para
controle de nematoides, o Onix® para controle de Pratylenchus brachyurus e Onix OG® para

Meloidogyne javanica.

2.3.3  Bacillus amyloliquefaciens spp.

Bacillus amyloliquefaciens ¢ uma bactéria moével, que pode ser isolado de varios
ambientes distintos, inclusive alimentos, plantas e solo, produzem dezenas de enzimas de
interesse industrial, desenvolve uma gama de atividades microbiana, ao passo que pode ser
usado no controle bioldgico de fungos, bactérias e nematoides (Monnerat et al., 2020).

Estudos realizados com B. amyloliquefaciens comprovaram que sao bons colonizadores
do sistema radicular, promovem crescimento e alongam as raizes laterais, manejam com
equilibrio o estresse de plantas cultivadas, possuem capacidade de usar os compostos volateis
organicos (VOC), em diferentes interagdes em beneficio da planta hospedeira (Asari et al.,
2016).

No Brasil encontram-se registrados no Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) formulagdes microbioldgicas a base de B. amyloliquefaciens para fins
de controle em fungos, oomicetos, bactérias e nematoides: Eficaz Nema® (bionematicida)
AgTecmmon(biofungicida), Amanzi(bioungicida), AmitrixSC(biofungicida), Amylo-X
SL/BaciloX(biofungicida/biobactericida), Bactel®(biofungicida), PFCControl®(bionematicida
),AmiloTrop(bionematicida),AveoEZ/Streat(bionematicida),BioBalance(bioematicida),Nemac
ontrol®(biofungicida), Nonema®(bionematicida/biofungicida),Serifel/Duravel®(biofungicida/
biobactericida), Ecoshot®(biofungicida), Quartzo®SC (biofungicida), (Agrofit,2024).

2.3.4  Bacillus thuringiensis spp.

Bacillus thuringiensis pertence ao grupo B. cereus e abrange varias espécies, no entanto,
as mais estudadas sdo B. cereus, B. thuringiensis e B. anthracis (Liu et al., 2015;Ehling-Schuez
etal., 019).

O Bacillus thuringiensis no momento de sua esporulacao produz inclusdes proteicas
cristalinas conhecidas por 6-endotoxinas. Produz tipos diferentes de toxinas, as 6-endotoxinas,
a-exotoxina, B-exotoxina, VIP (vegetative insecticidal proteins) e SIP (secreted insecticidal
proteins). As mais conhecidas e usadas sdo as toxinas Cry, que estdo no cristal produzido pela
bactéria no decorrer da fase de esporulagdo. O processo de agdo das toxinas Cry ocorre quando
os insetos as ingerem. Os efeitos da intoxicagdo incluem diminuicao do apetite e abandono

do alimento, bem como comprometimento da fun¢do intestinal e ocorréncia de vomitos
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(Monnerat ef al., 2020).

Segundo os dados do MAPA- Agrofit, no Brasil ha no mercado vinte e cinco
produtos/formula¢des comerciais & base de B. thuringiensis para fins de controle de pragas
agricolas a saber: (Able), (Agree), (Bac-Control MaxEC), (Bac-ControlWP), (Bac-Control
MaxWP), (BTControl), (BT-Turbo Max), (Costar), (Crystal), (Dipel), (Dipel ES-NT), (Dipel
WG), (Dipel WP), (Helymax EC), (Helymax WP), (Javelin WG), (Ponto Final), (Stregga EC),
(Super-Bt), (Tarik EC), (Tarik WP), (Thuricide), (Thuricide SC), (Winner Max EC) e (Xentari).
Encontram-se duas cepas de Bacillus thuringiensis descritas na Especificagdo de Referéncia do

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), (Agrofit, 2020).

2.4 Mecanismos de acdo de Bacillus spp. na promocao de crescimento de plantas

Diversos estudos demonstraram efeitos positivos de linhagens de Bacillus spp. no
crescimento e na produtividade de culturas agricolas expressivas no mercado, como milho
(Batista et al.,2018; Egamberdiyeva,2007; Gond et al.,2015), arroz, (Ashrafuzzaman et al.,
2009) soja (Ramesh et al., 2014; Sharma et al., 2013), tomate (Mena-Violante et al., 2007;
Valenzuela-Soto et al., 2010), trigo (Baig et al, 2012; Upadhyay et al., 2012) e canola (Zaidi et
al.,2006). Estes agem através de mecanismos de acao direta na fixacao biologica de nitrogénio,
sintese de sideroforos, produgdo de fitormonios, solubilizagdo de fosfato e aceleracdo dos
processos biologicos (Olanrewaju; Glick; Babalola, 2017).

Também sdo capazes de produzir endosporos, estrutura bacteriana produzida a partir da
duplicacdo do DNA que proporciona resisténcia e aumenta a vida tutil do bioproduto a base de
microrganismos bacterianos vivos, elemento facilitador do manuseio, aplicacao e composi¢ao
a outras linhagens bacterianas (Freitas;Vildoso, 2004; Francis et al., 2010; Bettiol et al., 2012;
Vejan et al., 2016; Meena et al., 2016).

As vantagens da inoculacdo de microrganismos vivos benéficos as plantas tém sido
estudadas a mais de 120 anos, todavia, os frequentes avangos tecnologicos, principalmente nos
ultimos dez anos até a atualidade, deram oportunidade aos pesquisadores ao longo desse
processo de entender a dindmica estrutural e funcionalidade desses microrganismos, a ponto de
elaborar ferramentas estratégicas para entdao explorar todo o potencial dos mecanismos de acao
desses microrganismos (Batista; Singh, 2021).

Para Oliveira et al.(2003), ¢ Gomes et al.(2016), os fatores associados no
desenvolvimento dos mecanismos de agao indireta inclui, a indug@o de resisténcia nos vegetais,
diminuigao de fatores causais de estresse abioticos ou bioticos, entre eles a producao de etileno

endogeno, antagonismo a patdgenos, producao de antibidticos, produgdo de sideroforos, entre
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outros fatores. A acdo dos microrganismos podera ocorrer por diferentes modos de agdo, como
por exemplo competi¢do, liberagdo de compostos voldteis, estimulacdo de alteragdes

citoquimicas ou interagdes entre mecanismos.

2.4.1 Acido indol- 3-acético (AIA)

O fitormdnio acido indol-3-acético (AIA), ¢ conhecido desde o século XIX, foi citado
pela primeira por Charles e Francis Darwin (Darwin; Darwin, 1880), o AIA bacteriano ¢ capaz
de modificar o pool da planta em beneficio préprio (Glick, 2012).

A auxina ¢ um fitorménio heterogénio de moléculas sinalizadora de acido carboxilico
que tem a fungdo de regular os processos fisiologicos das plantas (Park et al., 2017). O acido-
3- indol-acético pertence ao grupo das auxinas, molécula sinalizadora primordial para a
interag¢do planta- microrganismo que age diretamente no crescimento da planta (Matsuda et al.,
2018). Embora este seja um hormoénio elaborado pelas plantas, tanto bactérias endofiticas
quanto rizobactérias em sua maioria produzem e sintetizam AIA. A producao deste fitormdnio,
por bactérias presta grande contribui¢ao para o crescimento e producao das plantas (Wagi,
Ahmed, 2019). Isolados de Bacillus spp. BM16 e CPM04 demonstraram capacidade de
promover crescimento expressivo nos porta-enxerto citrumelo Swibgle, limao cravo e tangerina
Sunki (Giassi et al., 2016).

O nivel de auxina das plantas ¢ alterado mediante a produgdo do AIA pelas bactérias o
que interfere no seu desenvolvimento da planta, pois induz o crescimento de caule e raiz por
alongamento celular e sdo responsaveis também pela emissao das raizes laterais (Igbal; Wgi;
Ahmed, 2018). Experimentos conduzidos com plantas de algoddo tratados com B.
amyloliquefaciens tiveram crescimento das raizes, mesmo sob condigdes de estresse salino
(Irizarry; Whit, 2017).

As bactérias possuem duas vias bem caracterizadas para sintetizar o fitormonio acido-
3- indol-acético- AIA. A via do indol-3-acetamida (IAM) e a via do indol-3-piruvato (IPyA), o
aminoacido responsavel por esta sintese € o triptofano(L-trp). A primeira via converte o
triptofano através da monooxigenase de triptofano, em seguida, o AIA ¢ elaborado por uma
hidrolase de indol-3-acetonitril a(IAN) a via do indol-3-piruvato (IPyA) identificada
principalmente em bactérias benéficas. Nesta via o triptofano ¢ transaminado para IpyA m
sequéncia ¢ descarboxilado a indol-3-acetaldeido, sendo oxidado a AIA, por um aldeido

oxidase/desidrogenase (Bulgarelli et al., 2013).



24

2.4.2  Acido cianidrico-HCN

A produgdo de acido cianidrico (HCN), por bactérias promotoras de crescimento de
plantas, ¢ um mecanismo de agdo associado ao controle biologico (Défago et al., 1990).
Diversos estudos corroboram a eficacia do HCN no contexto do controle bioldgico, evidenciado
o controle da podridao negra do tomateiro, da raiz do tabaco causada pela sucessao dos
nematodides Meloidogyne javanica e Thielaviopsis basicota, o biocontrole do cupim subterraneo
Odontotermes obesus, afetando sistemas agricolas e florestais na India (Siddiqui, 2006; Devi et
al.,2012; Kumar et al., 2014; Dotaniya et al., 2016).

O 4cido cianidrico (HCN) ¢ um secundario do metabolismo de varios microrganismos,
porém, organismos com sensibilidade a este hormdnio podem ser afetado por meio da sintese
de ATP, ocasionada pelo citocromo oxidase (Srinivasan et al., 2012). Por isso, os
microrganismos produtores de HCN podem ser vistos como agentes etiologicos a cultura alvo
se influenciar de forma negativa, ao afetar a saide da planta, mas podem ser benéficos,
resultando na supressdo do fitopatogeno. O fato disso acontecer se da pelas caracteristicas
ambiguas, que podem estar associadas tanto as bactérias antagdnicas quanto as deletérias (Ma

etal.,2016;Liet al., 2016).

2.4.3  Solubilizacdo de fosfato

O fosforo € o segundo elemento indispensavel para as plantas, depois do nitrogénio,
pelo fato de exercer fungdo em quase todos os processos metabdlitos das plantas a exemplo da
fotossintese, respiragdo, transferéncia de energias, biossintese de macromoléculas e transdugao
de sinais. Apesar de estar presente em partes expressivas de solos cultivaveis, de ambientes
tropicais e subtropicais, a maior parte se encontra indisponivel nas formas organicas e
inorganicas, para as plantas o absorverem (Sharma et al., 2013). Logo, ha necessidade de se
introduzir fosforo nas lavouras, mas, uma proporcao elevada de fosforo ¢ fixada no solo, por
causa da formacdo de ligacdes entre moléculas de fosforo com calcio e magnésio, nos solos
alcalinos, e com ferro e aluminio, em solos acidos (Sharma; Kumar; Tripahi, 2011).

Fertilizantes fosfatados aplicados em excesso podem causar problemas ambientais,
basicamente, por erosdo e lixiviagao (Zeng; Wu; Wen, 2016). Atualmente, microrganismos
solubilizadores de fosfato, vem sendo apresentado como alternativa vidvel aos fertilizantes
fosfatados minerais, em destaque, algumas bactérias do género Bacillus (Almoneafy et al.,
2014). Diversas pesquisas tém sido guiadas com o proposito de selecionar bactérias

solubilizadoras de fosfato inorganico (Batista et al.,2018; Wang et al., 2020). Descrigdes na
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literatura revelam as bactérias promotoras de crescimento como capazes de produzir enzimas
(fosfatase acidas) e acidos organicos, capazes de viabilizar o fosfato pouco soluvel que estdo

associados a compostos como Fe e a matéria organica (Olanrewaju; Glick; Babalola, 2017).

2.4.4 Formacdo de biofilme

Os biofilmes bacterianos sdo agregados multicelulares dindmicos, bem estruturados e
ligados entre si, podem aderir a substrato bidtico ou abidtico submerso numa matriz
heterogénea, formada sobretudo de substancia extracelular polimera (EPS), associados a
proteinas, lipidios e ocasionalmente DNA extracelular (Mariano; Sousa, 2016). A descrigdo
teorica de biofilmes surgiu em 1675, por Antony Van Leeuwenhoek, porém, apenas em 1978
foi promulgada a existéncia de biofilmes de uma forma geral (Costerton; Geesey; Cheng, 1978).
Partindo desse principio estudos tém revelado que células da maior parte das bactérias nao
cresce como células individuais, mas em comunidade ligadas entre si, presentes em quase todos
0s ecossistemas naturais e patogénicos (Lopez;Vlamakis; Koltc, 2010).

A aderéncia das células planctonicas a superficies abidtica ou bidtica € o primeiro
estagio na formacao de biofilme, adesdo primdria entre bactéria /superficie abiotica decorre
mediada por interatividade fisico-quimica ndo especifica, mas aleatorio, ao passo que aderéncia
em superficies bidticas ¢ auxiliada por interagdes moleculares mediadas por ligagdesespecificas
receptor/ligante (Dunne, 2002). Apds adesdo das células planctonicas ocorre aumento na
producdo, liberacdo, detecgdo de moléculas reguladoras da formacao de biofilme, tais
moléculas autoindutoras se acumulam, induzem a transcri¢ao de genes especificos, regulando
varias fungdes como motilidade, viruléncia, produ¢ao de matriz exopolisacaridica (EPS) e
formacao de biofilme (Bjarnsholt;Givskov,2007;Hodgkinson; Welch;Sprin,2007).

A relevancia da dinamica das substancias poliméricas extracelulares (EPS), ao
contribuir para a desintoxicagdo ambiental, permite acimulo de nutrientes do ambiente;
possibilita digestdo de macromoléculas exdgenas para aquisicdo de nutrientes; viabiliza
transferéncia horizontal de genes entre células do biofilme; doa e recepta elétrons; promove
turnover metabdlico; equilibra excesso de carbono sob propor¢des de carbono para nitrogénio.
Em geral os EPS, configuram uma parcela atuante do reservatorio de carbono reduzido em
solos, sedimentos e agregados suspensos em oceanos e¢ dgua doce, exercem papel nutricional
na ecologia microbiana (Flamming; Wingender, 2010)

O processo de desenvolvimento biofilme perfaz os seguintes estagios sequenciados em
nove ciclos: (I) Aderéncia da células planctonicas a superficie bidtica ou abiodtica, por

intermédio das forgas van der walls, em meio aquoso; (II) Formacao de microcoldnias e
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producdo de EPS, matriz polimérica, aderéncia mitocondrial; (IIT) Maturagado; (IV) Biofilmes
maduros desenvolvidos, compostos por canais de elevagdes e excre¢des de fluxo de nutrientes;
(V) Liberagao celular, colonizacao sequenciada na superficie; (VI) Sinalizagdo de moléculas
célula/célula quorum sensing; (VII) Transporte de substrato para dentro do biofilme; (VIII)
Metabolismo celular ligados ao biofilme, transporte de produtos para fora do biofilme; (IX)
Remocao do biofilme por deslocamento ou desagregagao (Nattress, 2014).

Durante o processo de simbiose as bactérias associadas as plantas estabelecem
interagdes com as superficies do tecido da planta hospedeira. Uma caracteristica recorrente
nessa interacdo ¢ a colonizagdo superficial, na qual os microrganismos aderem aos tecidos
vegetais externos e internos, manifestando-se tanto como células individuais quanto em grupos.
A estrutura do biofilme resultante ¢ fortemente influenciada pela superficie do tecido da planta,
pela disponibilidade de nutrientes e agua, bem como pelas caracteristicas das estirpes
colonizadoras (Ramey et al., 2004).

Estudos relatam que espécies de Pseudomonas spp. e Bacillus spp. tém a capacidade de
colonizar tanto as folhas das plantas quanto a superficie das raizes formando biofilmes (Ude,
2006). Os biofilmes microbianos sdo proeminentes em diversos ambientes € apresentam uma
ampla distribui¢do. As bactérias do solo ocupam ambientes que vao desde as rizosferas,
caracterizadas por ricos nutrientes e exsudatos radiculares, até solos carentes de nitrogénio,
fosfatos, dgua e outros nutrientes essenciais. O tamanho dos agregados bacterianos varia
consideravelmente, indo de pequenos a grandes, dependendo da disponibilidade de nutrientes
no local especifico (Van de Mortel; Halverson, 2004)

Os processos de autoagregagao e desenvolvimento do biofilme exercem um papel chave
tanto na sobrevivéncia bacteriana quanto na colonizac¢ao da planta hospedeira. Diversos fatores,
como ambientais, genéticos e estruturais, exercem influéncia sobre a adesao bacteriana, as
interagdes célula-célula e a colonizagdo vegetal. Essas interagdes, por sua vez, contribuem para

as complexas relagdes planta-bactéria (Bogino et al., 2013).

2.4.5 Enzima catalase-CAT (ECI. 11.1.6)

As enzimas catalases pertencem a familia oxidorredutase encontradas nos trés dominios
da vida (Archaea, Bactéria e Eukarya) (Czyzewska; Trusek, 2018). As catalases sao divididas
em trés classes de acordo com suas estruturas fisicas e bioquimicas, a classe 1 e 2 possuem
heme catalase, sitio ativo configurado por porfirinas de ferro molecular, ja a terceira classe
contém manganés no sitio ativo ao invés de ferro, também conhecida como pseudocatalases,

essa terceira classe de catalase ¢ menos encontrada entre os procariotos, € possui massa
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molecular 170-210 kDa (Zeng et al., 2011; Sooch et al., 2014; Shaeer et al., 2019).

A classe 1 (monofuncionais) sdo onipresentes em plantas, animais € microrganismos,
bem distribuidas e caracterizadas, de acordo com a espécie sua estrutura modifica quanto ao
numero e identidade de dominio, possui massa molecular 200-340 kDa. A classe 2 (bifuncional)
formada por catalase-peroxidase contém heme estrutura proteica constituida por uma parte
organica e outra de um atomo de ferro (II), que exerce atividade de catalase e peroxidade. Nao
esta presente em plantas e animais, mas encontra-se em bactérias aerdbicas, possui massa
molecular 120-340 kDa (Sooch et al., 2014; Hansberg, 2022).

Os microrganismos bacterianos realizam um papel chave na mitigacdo dos efeitos
adversos causados pelas espécies reativas de oxigénio (ERO) e pelo estresse oxidativo. Esses
inoculantes como Pseudomonas spp., Bacillus spp. promovem uma resposta antioxidante
amplificada, contribuindo para a redu¢ao dos danos celulares. Dentre os antioxidantes
induzidos, destacam-se a catalase (CAT), a superoxido dismutase (SOD), a ascorbato
peroxidase (AsA), a glutationa (GSH), os carotendides, os tocoferdis e os fendlicos (Gouda et
al., 2018; Arora et al.,2020; Lopes et al., 2021). A acdo combinada desses nutrientes fortalece
a resisténcia das plantas, atenuando os impactos negativos do ambiente e promovendo um
desenvolvimento mais saudavel (Gouda et al., 2018).

A principal reagdo da enzima catalase ¢ catalisar a decomposicao do perdxido de
hidrogénio (H202) em agua e oxigé€nio molecular, uma tnica molécula de catalase pode
decompor milhdes de moléculas de H.O» (Sooch ef al., 2014). Nos vegetais a enzima catalase
estabelece um dos principais elementos enzimaticos no processo de remog¢ao H»O; elaborado
durante processo de fotorrespiracdo e P-oxidagcdo de acidos graxos, atua nos peroxissomos,
citosol e glioxissomos, pode ser encontrada nas mitocondrias transformando H>O> em
moléculas indcuas (dgua e oxigénio) (Dubey, 2011). A catalase age de forma indireta na
destoxifica¢dao dos superdxidos ao decompor H>O», assim, neutraliza a acao toxica do perdxido
de hidrogénio executando uma agdo importante contra estresses oxidativos nas células

vegetativas (Dubey,2011; Dinakar et al., 2012).

2.4.6  Controle Biologico por isolados de Bacillus spp.

O uso em larga escala de produtos quimicos para manejo agricola na tentativa de coibir
a acao de vetores e agentes etiologicos nos sistemas agrarios, ao longo dos anos aumentaram
os riscos a saude do produtor/consumidor, devido a fitotoxidade, efeitos residuais e poluigao,
além de causar desequilibrio ecologico. Dentre as estratégias utilizadas no combate de

fitopatogenos em plantas, estdo os defensivos quimicos de cobre. No entanto este método
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tradicional desencadeou, mecanismos de resisténcia nas populagdes patogénicas (Cazorla et al.,
2002) que além de degradar grandes areas de solo cultivaveis, de modo irreversivel, provoca
declinio no rendimento das culturas (Rai et al., 2020).

Neste ensejo agente biocontoladores sempre serdo alternativas executaveis no controle
de doengas de plantas (Vinodkumar et al., 2017). Em experimentos de biocontrole, Costa et al.
(2022), constataram que isolados de B. methylotrophicus e B. amyloliquefaciens
microbiolizados em sementes de cultivares alface ‘Americana Delicia’ ¢ ‘Grandes Lagos
Americana’ promoveram 100% de controle de fungos associados a sementes. Estudos
revelaram que antagonistas costumam usar mais de um mecanismo de defesa, em geral, os
agentes de biocontrole sdo altamente especificos para um patdgeno, portanto, sao considerados
inofensivos a espécies ndo-alvo. Entretanto, entender a dindmica desenvolvida por eles ¢
necessario para implantar um programa de controle biologico eficaz (Weller, 2007; Hofte,
Altier, 2010; Nunes, 2012).

Na perspectiva de desenvolver tecnologias alternativas o controle bioldgico surge no
formato equilibrado, um caminho viavel para o desenvolvimento sustentavel dos sistemas
agricolas. A pratica dessa estratégia biotecnologica com agentes biocontroladores vem
ganhando espacos no combate de fitopatdogenos, a relevancia agricola e econdmica desses
agentes biologicos na fitossanidade se deve a habilidade de produzir antibioticos e enzimas
liticas, desta forma os agentes de controle biologico contém mecanismos de agdo entre eles
enzimas, fitormonios para controlar ou at¢ mesmo impedir doengas através da inoculacao de
um agente biologico, como fungo, bactéria, bacteriofago na planta ou solo (Mercado-Blanco;
Bakker, 2007; Weller, 2007; Hofte; Altier, 2010; Biessy; Filion, 2018).

Entre as doencas causadas por fitopatogenos, a fusariose ocasionada pelo F.
guttiformenmostra-se notoria devido aos impasses na producdo, em decorréncia, limita a
expansdao da cultura. Embora o Brasil se destaque como um dos principais produtores e
consumidores de abacaxi, enfrenta grandes desafios para controlar e principalmente sanar esta
doenca (Berilli, 2014; Noronha; Matos; Sanches,2015; Noronha et al., 2016).

Entretanto pesquisas evidenciam resultados eficazes no controle biologico da fusariose
por inseticida a base de Bacillus thuringiensis Berliner, capaz de inibir o crescimento fingico
através dos metabolitos secundarios (Noronha et al., 2016)

Mediante pesquisa conduzida com Bacillus spp., € possivel constatar uma agao
antagdnica no controle efetivo do Fusarium sambucinum, responsavel por causar danos
significativos em plantulas de Pinus elliottii (Maciel et al., 2014). Ainda de acordo com os

autores, a eficacia demonstrada por B. subtilis em atividades in vitro esta relacionada a sua
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habilidade intrinseca de produzir antibidticos, tais como iturina A e sufactina, substancias essas
capazes de inibir o crescimento micelial de fungos.

A aplicacao de Bacillus subtilis demonstrou eficacia no controle de F. oxysporum em
Cicer arietinum L. (grao-de-bico) em condigdes in vivo, conforme Moradi ef al. (2012). Além
disso (Morsy et al., 2009; Khalil, 2019), evidenciaram sua efetividade no manejo de Fusarium

solani em tomate, tanto em condigdes in vitro quanto in vivo.
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BACILLUS SPP.SOBRE FUSARIUM GUTTIFORME, AGENTE DA
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POTENCIAL DOS MECANISMOS DE ACAO DE ISOLADOS DE Bacillus spp. SOBRE
Fusarium guttiforme AGENTE DA FUSARIOSE DO ABACAXI

"Maria Francisca Oliveira Borba; Antonia Alice Costa Rodrigues' Departamento de
Fitotecnia e Fitossanidade. CCA/UEMA.

RESUMO

O abacaxi, Ananas comosus (L. Merr), destaca-se como fonte significativa de renda para os
produtores rurais e alternativa sustentavel para os agroecossistemas. O objetivo desse estudo
foi caracterizar os mecanismos de acao de isolados de Bacillus spp. e avaliar o potencial destes
na redu¢do do crescimento micelial de Fusarium guttiforme -MGSS 68 e no controle biologico
da fusariose em mudas de abacaxi. Foram testados 18 isolados de Bacillus ssp. para realizar a
caracterizacao dos mecanismos de a¢ao no controle bioldgico de F. guttiforme em mudas de
cultivares de abacaxi (Turiagu, Turipaz e Pérola).O delineamento foi em DIC com 18
tratamentos e cinco repetigdes. Nos resultados dos testes in vitro todos os isolados de Bacillus
spp. avaliados produziram AIA, enzima catalase, solubilizaram fosfato e demonstraram
capacidade antagOnica sobre F. guttiforme em condigdes de laboratério, dezessete isolados
produziram o acido cianidrico, dois isolados apresentaram maior indice de solubilizagdo do
fosfato e outros dois maior capacidade de formagao de biofilme. A variedade Turiagu se mostrou
tolerante ao F. guttiforme. A avaliagdo das lesdes externas em mudas de abacaxi Pérola mostrou
que todos tratamentos controlaram a doenga e internamente apenas o tratamento com isolado
MGSS 444 apresentou efeito significativo. A avaliacdo externa das lesdes de mudas de abacaxi
Turipaz mostrou que nao houve diferenca significativa entre os tratamentos e internamente a
apenas os isolados MGSS (293 e 445) foram efetivos no controle do patdégeno. Os isolados de
Bacillus spp. demonstram potencial promissor como produtores de mecanismos de agdo,
oferecendo uma alternativa viavel e sustentavel para o manejo do F. guttiforme nos sistemas
produtivos de abacaxi.

Palavras chaves: Bacillus spp. Biocontrole. Ananas comosus. Agricultura sustentavel.
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1 INTRODUCAO

No Brasil a fruticultura se firmou como uma das principais atividades agricolas,
desempenhando um importante papel como fonte econdmica para as areas rurais e exercendo
forte influéncia nos setores social e econdmico (Lara et al., 2021). Dentre as frutiferascultivadas
na agricultura nacional o abacaxizeiro tem forte influéncia, na dindmica de
producdo/produtividade, sendo a quinta fruta mais cultivada nas regides Norte e Nordeste com
maior produtividade (IBGE ,2022). Toda essa produgdo encontra-se suscetivel a ataques de
fitopatogenos causadores de doencas dentro e fora dos sistemas de cultivo. Entre as principais
doencas de relevancia econdmica para a abacaxicultura, a fusariose causada pelo fungo
Fusarium guttiforme, proporciona elevadas perdas (Reinhardt; Cunha, 1999; Silva, 2007; Sousa
etal., 2017).

O controle quimico esta entre os métodos mais adotados para o manejo da doenga, no
entanto, causa danos ao homem e ao ambiente (Singh ef al., 2017). Portanto ¢ importante adotar
praticas sustentaveis no manejo da doenca dentre as quais o controle bioldgico emerge como
um dos mais promissores. Conforme Silva et al. (2008), dentre os géneros de bactérias mais
estudados para controle biologico, destacam-se Pseudomonas spp., Bacillus spp. e
Streptomyces spp. Estes géneros de bactérias tém sido utilizados na agricultura devido a sua
acao direta, que envolve a produgdo de antibioticos antifiingicos € a competi¢ao por substratos
com outros organismos (Vieira Junior et al., 2013). As rizobactérias sao bactérias pertencentes
ao género Bacillus sp. que habitam a rizosfera de plantas realizando fungdes que promovem
nao apenas o crescimento vegetal, mas também pode surtir efeito antagénico e sao beneficiadas
pelos exsudados das raizes,exercem uma agao indireta, atuando como indutoras de resisténcia
por meio de resisténcia sistémica (Kanjanasopa et al., 2021; Pieters et al., 2014)

Estes microrganismos antagonista de fitopatogenos, substituto de produtos quimicos
tém atraido interesse no cenarios agricola (Zhao et al., 2012; Vieira Junior at al., 2013), devido
possuirem capacidade de sintetizar varios metabdlitos antimicrobianos (antibidticos, enzimas,
e metabolitos secundarios (Kumar et al., 2012; Poveda et al., 2021). Outros atributos dessas
bactérias comprovam seu uso potente como fertilizantes bioldogicos ou agentes de biocontrole
para melhorar a produgdo agricola (Agbodjato et al., 2015; Rijavec; La Panje, 2016; Sendi et
al., 2020). O objetivo desse estudo foi caracterizar os mecanismos de acdo de isolados de
Bacillus spp. e avaliar seu potencial na reducao do crescimento micelial de Fusarium guttiforme

e possivel controle bioldgico da fusariose em mudas de abacaxi.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local do experimento e obtencao do patégeno e isolados de Bacillus spp.

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Fitopatologia (LABFITO) da
Universidade Estadual do Maranhao — UEMA, Campus Paulo VI, Sao Luis.

O desenvolvimento da pesquisa foi realizado com dezoito isolados de Bacillus spp.
(MGSS 271, MGSS 272, MGSS 273, MGSS 276, MGSS 291, MGSS 293, MGSS 442, MGSS
443, MGSS 444, MGSS 280, MGSS 292, MGSS 294, MGSS 445, MGSS 274, MGSS 275,
MGSS 288, MGSS 298, MGSS 441), preservados sob método Castellani, € um isolado fingico
de Fusarium guttiforme (MGSS 68) preservado em solo. Todos pertencentes a Colecao de
Fitopatdgenos “Prof. Gilson Soaras da Silva” — MGSS, do Laboratorio de Fitopatologia da
Universidade Estadual do Maranhdo — UEMA — Sao Luis.

2.2 Caracterizacao de mecanismos de acio de isolados de Bacillus spp.
2.2.1 Producdo de acido indolacético (AIA)

Para analisar a producdo de AIA, foi utilizada a metodologia proposta por Bric et al.
(1991), com adaptagdes. A principio os isolados foram repicados em placa de Petri de 7 cm de
diametro, contendo meio de cultura B.D.A (Batata-Dextrose-Agar), mantido em B.O.D a 26°C
no periodo de 24 horas para crescimento das colonias. Apos este periodo a solugao bacteriana
foi preparada com solu¢do salina a 0,85% de cloreto de sodio (NaCl), ajustada em
espectrofotometro no comprimento de onda 540 nm D.O (0,5). Em seguida aliquotas de 500 pl
da suspensao bacteriana foram transferidas para tubos falcon contendo 10 ml do meio de cultura
TSA 10% suplementado com 1 gl-1 de L —triptofano. As amostras foram incubadas a 28°C por
72 horas sob agitagdo constante em mesa agitadora (Shake), a 150 rpm. Apos este periodo,
foram centrifugadas a 3600 rpm por 15 minutos. Do sobrenadante obtido, 2 ml de cada isolado
foram vertidos para novos tubos de ensaio, na sequéncia adicionou-se 3 ml do reagente de
Salkowiski (1,0 mL de FeCl3.6H20 0,5M em 50mL de HCIO4 35%) (Patten;Glick,2002),
sendo mantidos por 30 minutos no escuro em temperatura ambiente.

A produgdo do AIA pelos isolados bacterianos foi quantificada, através de leituras em
espectrofotdmetro UV visivel no comprimento de onda 540 nm, D.O (0,5) (Asghar et al. ,2002).

Um meio sem adigdo da suspensdo bacteriana foi utilizado como testemunha. Para
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determinagao da concentragdao de AIA, uma curva padrao foi preparada de acordo com o
métododescrito por Sarwar e Kremer (1995), com concentragdes definidas de AIA comercial
(0, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450 e 500 pg ml-1). O delineamento utilizado foi DIC
com18 tratamentos e cinco repeti¢cdes. Os dados da producao de AIA foram submetidos a analise
devariancia ANOVA. As médias foram agrupadas pelo teste de Scott-Knott (P= 0,05), no

programa R versao 4.2.3.

2.2.2 Producio de Acido cianidrico (HNC)

Para verificar a produgao de HCN pelos isolados de Bacillus spp. foi utilizada a
metodologia descrita por Wei et al. (1991). Aliquotas de 50 pul de cada isolado foi cultivado em
placas de Petri de 7 cm de diametro contendo meio de cultura TSA, suplementado com 4,4 g
L! de glicina. Em seguida, foram colocados na parte superior da placa de Petri, discos de papel
de filtro estéril umedecidas com solugao de acido picrico (2,4 g de acido picrico; 12,5 g de Na2
CO3; 1 L de agua destilada). As placas foram seladas com filme plastico e incubadas a 28 °C
em B.O. D, por sete dias. O delineamento utilizado foi DIC, com 18 tratamentos e cinco
repeticoes. A producao de HCN foi evidenciada pela mudanca de coloragao do papel filtro de
amarelo citrino para laranja (Wei et al.,1991) e os isolados classificados como produtores e nao
produtores de HCN foram identificados como (+) para producao (++) producdo média (+++)

producgdo alta e (-) para indicar auséncia de producao.

2.2.3 Produgdo de Enzima catalase- Cat (EC1. 11.1.6)

Para a produgdo da enzima catalase foi preparado solugdo bacteriana ajustada em
espectrofotometro a 600 nm, D.O (0,8), descrita por Kitancharoen e Hatai (1998), onde
aliquotas de 30 ul da suspensdo bacteriana foram riscadas em tubos de ensaio inclinados
contendo 20 ml de meio NYDA (Wydra et al., 2004). Em seguida incubados em BOD a 28°C,
por um periodo de 72 horas, para crescimento da colonia bacteriana. O delineamento utilizado
foi DIC com 18 tratamentos e cinco repeticoes. A reagdo positiva foi evidenciada pela presenca
de bolhas origindrias do crescimento bacteriano ao colocar o reagente peréxido de hidrogénio

(H20,), sobre o crescimento por inteiro (Mariano; Sousa, 2016).
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2.2.4 Solubilizagao de fosfato

Na avaliacao de isolados de Bacillus spp. solubilizadores de fosfato inorganico foiusada
metodologia descrita por Verma et al. (2001) e Rodriguez et al. (2000). Os isolados foram
cultivados em meio contendo fosfato insolivel com algumas adaptagdes (10 g de glicose; 5 g
de NH4CI; 1 g de NaCI; 1 g de MgSO4.7H20; 4 g de CaHPO4; 15 g de 4gar e pH 7,2; 1000
ml de agua deionizada). Os isolados foram repicados para placas de Petri contendo meio
enriquecido, colocados em pontos equidistantes e incubados em BOD a 28°C, fotoperiodo
12/12h. A avaliagao foi evidenciada pela presenga de um halo transparente em torno da coldnia,
demostrando a solubilizacao do fosfato, os isolados foram avaliados apos 10 dia de incubagao.

O halo de solubilizagdo foi mensurado com a utilizagdo de um paquimetro digital. A
partir da obtencao da média foi definido o indice de solubilizagdo de fosfato (IS) de cada isolado
através da formula: IS = ¢ Halo (mm) / ¢ colonia (mm), descrito por (Hara; Oliveira, 2004). A
solubilizacao foi classificada como: baixa solubilizacao (IS < 2), média solubilizagdo (2 > IS <
3) e alta solubilizagcdo (IS > 3) de acordo com a metodologia de Silva Filho;Vidor (2000). O
delineamento utilizado foi DIC com 18 tratamentos e trés repeti¢des. Os médias obtidos foram

submetidas ao teste de Tukey a 5% de probabilidade, pelo programa Sisvar.

2.2.5 Formacgao de biofilme in vitro

Para avaliar a capacidade dos isolados de Bacillus spp. quanto a formagdo de biofilme
os isolados bacterianos foram cultivados em caldo Infusdao de Cérebro e Coragao (BHI), por 18
horas a 26°C, sob agitagdo constante. Em seguida centrifugados a 3600 rpm por 15 minutos, o
sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em 1,5 ml de solugdo salina 0,85%
esterilizada, efetuando-se nova centrifugacao na mesma velocidade e tempo. Logo em seguida,
o sobrenadante foi descartado, as células foram ajustadas em espectrofotometro para obter uma
populacio bacteriana equivalente a (103 UFC ml!). Aliquotas de 20 ul dessa solu¢do bacteriana
foram adicionados a 180 ul de meio minimo de sais — MMS (K:HPO4 7 g L!'; KH,PO42 g L'
MgSO4. 7TH,0 0,2 g L ;(NH4)2 SOs 1 g L!; glicerol 4 g L' e CaCl> 1 mmol L), contidos em
microplacas de poliestireno de 96 pogos, em triplicata.

Em seguida as microplacas foram incubadas em B.O.D a 26°C, por 24, 48 e 72 horas.
As células aderidas nas microplacas foram coradas com 200 pl de cristal violeta a 0,1% (p/v)
em agua destilada (p/v), por 30 minutos. Depois, o corante foi removido, na sequéncia os pogos

foram lavados sutilmente, por trés vezes, com 200 pl de agua destilada. As placas foram secas
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em estufa a 40° C, por 15 minutos. A remogao do cristal de violeta contido em cada pogo
foi dissolvida em 200 pl de etanol (95 %), e a absorbancia quantificada a 600 nm em Leitor de
Elisa. A obtencdo da densidade oOtica através da leitura esta relacionada a quantidade de adesao
das células bacterianas ao poliestireno, portanto, quanto maior a colonia, mais possibilidade de
formar matriz de biofilme. O delineamento utilizado foi DIC com 18 tratamentos e trés

repeticoes. As médias foram avaliadas no teste de Scott-Knott pelo programa Sisvar.

2.3 Efeito antagonico de isolados de Bacillus spp. no crescimento micelial de Fusarium
guttiforme

O efeito antagonista foi avaliado pelo método do circulo, que inicialmente os 18 isolados
de Bacillus spp. foram cultivados por 48 h e um isolado do fitopatdégeno por sete diasem meio
de cultura BDA (Batata, Dextrose, Agar), apds este periodo de cultivo foi preparado uma
solucdo bactéria ajustada em espectrofotdometro a 540 nm D.O (0,5), em seguida foi transferido
assepticamente para o centro das placas de Petri com 9 cm de didmetro contendo meio de cultura
BDA, um disco de micélio 6,0 mm de didmetro do fitopatdogeno. Logo apds com auxilio de uma
alca de platina, a cultura bacteriana foi repicada, na mesma placa,distribuida no formato de
circulo com didmetro aproximado de 5 cm. Para os tratamentos controles o isolados do
fitopatogeno foi cultivado somente em meio BDA (Mariano; Sousa, 2016).

A avaliagdo foi efetuada durante oito dias os resultados foram obtidos através de
medi¢des do didmetro das colonias, em dois sentidos diametralmente opostos, com auxilio de
um paquimetro digital (MTX®™) determinando uma média para cada colonia. A percentagem de
inibi¢do do crescimento micelial foi calculada pela féormula de (P.I.C) (Menten et al., 1976),
onde:

PIC= Crescimento da testemunha — Crescimento tratamento x 100
Crescimento da testemunha

O delineamento utilizado foi DIC, com 18 tratamentos, cinco repetigdes € uma
testemunha inoculada com o patdogeno para cada teste realizado. As médias foram avaliadas

através do teste de Tukey a 5 %, pelo programa Sisvar.

2.4 Bacillus spp. no controle da fusariose em mudas de abacaxizeiro

Para os testes in vivo de controle bioldégico da fusariose foram utilizadas mudas de
abacaxizeiro tipo filhote, com dimensdes entre 15,0 e 20,0 cm de comprimento das cultivares
Turiagu, Turipaz e Pérola (suscetivel a fusariose) as cultivares Turiacu e Turipaz foram obtidas

no municipio de Turiagu, a Pérola do municipio Sdo Domingos do Estado do Maranhao. O
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experimento foi realizado no Laboratorio de Fitopatologia — LABFITO/UEMA, o delineamento
experimental foi DIC, composto de 18 tratamentos/solugdo bacteriana e cinco
repeticdes/cultivares, com um controle.

O isolado de Fusarium guttiforme MGSS 68 conservado em solo, foi repicado para
placas de Petri, contendo meio BDA. Apos 10 dias de crescimento deste em placa, transferiu-
se quatro discos de micélio do patdogeno, e palitos de higiene dentario, para tubos de ensaio,
previamente autoclavados, contendo meio BD (Batata-Dextrose) para colonizagcdo do palito
pelo isolado patogénico, por um periodo de 10 dias.

O preparo da solugdo bacteriana procedeu-se com 18 isolados de Bacillus spp.
conservados em método Castellani. Foram repicados 30 ul de solugdo bacteriana de cada frasco,
para placas de Petri contendo meio BDA, as placas foram seladas com papel filme e cultivados
em BOD, fotoperiodo 12/h, por 48 horas. Apds esse periodo foi preparado uma suspensao
bacteriana, adicionando-se solu¢do salina para as placas de Petri e ajustando a suspensao para

D.O (0,5) e comprimento de onda 540 nm em espectrofotometro.

O preparo das mudas de abacaxizeiro Turiagu, Turipaz e Pérola, iniciou-se com a
higieniza¢do em agua corrente, seguido de imersdo em hipoclorito de sddio 5%, por 3 minutos,
enxague com agua destilada, e secagem ao ar. Logo apos as mudas foram imersas na solu¢ao
bacteriana por 5 minutos. Em seguida, acondicionadas em cdmara umida, composta por
bandejas plasticas de formato retangular, contendo papel toalha, umedecido com 4dgua destilada.
Depois de duas horas realizou-se o procedimento de inoculagao do patdogeno nas mudas, através
da insercao dos palitos colonizados na base das mudas, apds realizagao de injuria mecanica. As
bandejas foram colocadas em camara umida e acondicionadas no Laboratdério em temperatura
ambiente.

Foram realizadas duas avaliagdes, uma externa através de medi¢ao da lesdo nas mudas
com auxlilio de um paquimetro digital aos vinte e um dias de inoculagdo e outra interna através
de cortes longitudinais na base das mudas para medir a ledo aos trinta dias de inoculacao nas
cultivares Pérola e Turipaz. A cultivar Turiagu ndo apresentou sintomas da doenga. O
delineamento utilizado foi DIC com 18 tratamentos com Bacillus spp. € um tratamento controle,
com cinco repeti¢cdes. As médias foram submetidas ao teste de Tukey a 5 % de probabilidade

pelo programa Sisvar.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Mecanismos de acao dos isolados de Bacillus spp Avaliacio da producido de acido
indolacético (AIA)

Os resultados apresentados neste estudo mostraram que todos os isolados de Bacillus
spp. foram capazes de produzir acido indolacético (AIA), sendo as maiores quantidades obtidas
pelos isolados MGSS 276 (257,19 uM/mL) MGSS 298 (143,87 uM/mL), MGSS 442 (148,11
uM/mL), MGSS 445 (118,86uM/mL) MGSS 273 (152,24uM/mL) MGSS 441 (125,51uM/mL)
(Figura 1).

Figura 1 Avaliagdo da producdo de acido3-indol -acético (AIA), produzidos por isolados de Bacillus
spp.(uM/mL). As médias foram agrupadas pelo teste de Skott-Knott a 5% de probabilidade

a

D S 9
cgé" & cgf?‘ %%b‘ cgé‘* cgab‘ cgp"v gﬁ" cgé“f & s cgé‘* cg?* X %c:,b‘ cgy o %C;»
@@@@@@@@@@@@@@@ FEE

Tratamentos

1.4

Produgdo (pM/mL)
e = e =g
+= (&)} (=2] Ft o5}

=
()

=)



53

Resultados semelhantes quanto a producao de AIA, foram identificados por Leoncioe
Botelho (2017), ao investigarem o potencial de diversas espécies de bactérias como indutorasde
crescimento vegetal no alho (Allium sativum), constataram que uma consideravel propor¢ao
(82%) dos isolados foi capaz de sintetizar acido indolacético (AIA). Dados similares foram
relatados nos estudos de Bhutani et al. (2018), em experimentos de laboratdrio, foi observada
a producao de acido indolacético (AIA) por bactérias pertencentes ao género Bacillus spp. Além
disso, Giassi ef al. (2016) identificaram resultados positivos na produgao desse horménio por
diversas espécies de bactérias, incluindo Bacillus spp. Apesar da relativa abundancia, diversos
estudos indicam que a distribuicdo do acido indolacético (AIA) em organismos do mesmo
género e espécie ndo ¢ uniforme, algumas estirpes possuem a capacidade de produzir AIA,

enquanto outras nao apresentam (Blaha et al., 2006; Orozco-Mosqueda; Glick; Santoyo, 2020).

3.2 Avaliacao da producao de acido cianidrico (HCN), e enzima catalase pelos isolados
de Bacillus spp.

Dentre os 18 isolados de Bacillus spp. os classificados com alta producao de acido
cianidrico (HCN) foram os isolados MGSS 271, MGSS 272, MGSS 291, MGSS 293, MGSS
280, MGSS 294, MGSS 445, MGSS 274, MGSS 275, MGSS 441(Tabela 1).

O resultado positivo da producao de enzima catalase foi observado através da presenca
de bolhas originarias do crescimento bacteriano submetido ao peroxido de hidrogénio H>O-
(Tabela 1). Nesta avaliagdo todos os 18 isolados foram promissores na produ¢do da enzima

catalase.
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Tabela 1. Avaliagido da produgdo de acido cianidrico (HCN) e enzima catalase por isolados de Bacillus spp.

Tratamento Producao
HCN Catalase

Controle - -
MGSS 271 Siaiel 4
MGSS 272 +++ +
MGSS 273 = +
MGSS 276 ++ +
MGSS 291 +++ +
MGSS 293 +++ +
MGSS 442 + +
MGSS 443 ++ +
MGSS 444 ++ +
MGSS 280 +++ +
MGSS 292 ++ +
MGSS 294 +++ +
MGSS 445 +++ +
MGSS 274 +++ +
MGSS 275 +++ +
MGSS 288 ++ +
MGSS 298 Sials 4
MGSS 441 +++ +

(-) Indica auséncia de produgao, (+) produgdo, (+ +) média produgdo, (+ + +) alta produgio.

A sintese de HCN tem relagdo direta com a protecdo da planta hospedeira, ao impedir a
cadeia respiratoria dos fitopatdgenos e pragas, ap6s se ligar ao ferro da citocromo oxidase na
mitocondria. Desta forma, bactéria produtora de HCN ao ser inoculada na planta constitui uma
interagdao benéfica de defesa (Srinivasan ef al., 2012). Além do mais, o acido cianidrico nao
apenas detém propriedades inibidoras de fitopatogenos, mas, também possui capacidade para
estimular o crescimento da planta, de forma direta ao promover o aumento dos pelos
radiculares, essa caracteristica pode explicar, junto, ao AIA, elevado nimero de pé¢los
radiculares na planta hospedeira (Luz, 1996).

Para Coelho (2006), a presenca da glicina pode ser detectada nos exsudatos radiculares
de diversas plantas, existe a possibilidade da existéncia dela na rizosfera como precursor
potencial para sintese de acido cianidrico elaborado por rizobactérias.

Porém, apesar do HCN contribuir para o estimulo de crescimento vegetal, em grandes
quantidades pode inibir o desenvolvimento de algumas plantas, como evidenciado no
experimento de Paz (2009). Essa relagdo pode ser atribuida a provavel participacao desse

metabdlito na inibigdo do metabolismo energético, agindo no desacoplamento do sistema do



55

citocromo P450 em algumas plantas observado por Kremer; Souisse (2001). Corroborado por
Bakker e Schippers (1987) ao verificar que todas as linhagens de Pseudomonas fluorescentes
associadas a promog¢do de crescimento de plantas de batata, ndo eram produtoras de acido
cianidrico (HCN). Com base nesses resultados, ¢ recomendado que o uso de agentes de
biocontrole que produzem altas concentragdes de acido cianidrico (HCN), seja restrito a
tratamentos pds-colheita (Leelasuphkul ez al., 2008; Mikani et al., 2008).

Com relagdo a producdo de enzimas por microrganismos, as células bacterianas
apresentam diversos mecanismos de defesa antioxidante. Espécies de Bacillus e varias outras
bactérias desempenham uma reagao antioxidante ao produzirem uma variedade de enzimas, tais
como, Superdxido dismutase (SOD), Catalase (CAT), Peroxidase (POD), Polifenol oxidase
(PPO), Fenilalanina amonia liase (PAL), e acidos fenolicos, nas plantas colonizadas. Esse
processo contribui para aprimorar a resposta das plantas as condigdes de estresse oxidativo.
Dentre as enzimas, a acdo combinada da SOD (superdxido dismutase) e da CAT (catalase)
desempenha um papel critico na atenuagdo dos efeitos do estresse oxidativo (Radhakrishnan;
Hashem; Abd Allah, 2017; Rais et al., 2017; Padr6 et al., 2021). Além de atuar para manter os
radicais livres (ROS) em niveis ndo toxicos para as células. Contudo, a capacidade das bactérias
em superar o estresse oxidativo estd diretamente relacionada aos niveis e tipos de enzimas

antioxidantes que possuem (Poole, 2012; Padro et al., 2021).

3.3 Avaliacao dos isolados de Bacillus spp. quanto a solubilizacio de fosfato

Todos os isolados bacterianos avaliados neste estudo demonstraram capacidade de
solubilizar fosfato inorganico, em condigdes laboratoriais, dos quais, os isolados MGSS 443 e
MGSS 271, apresentaram maior indice de solubilizagdo (IS= 2,063 e IS= 1,88
respectivamente), diferindo de modo estatistico apenas do isolado MGSS 291 com [S=0,82
(Figura 2). Ressalta-se que, os isolados de Bacillus spp. apresentaram indice baixo de
solubilizacao de fosfato (<2), de acordo com os critérios de classificacao de (Silva Filho; Vidor,

2000).
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Figura 2. Avaliacgo da solubilizagdo de fosfato inorganico pelos isolados de Bacillus spp. Médias seguidas pelas
mesmas letras ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5%de probabilidade
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O papel do fosforo no desenvolvimento das plantas ¢ amplamente reconhecido,
entretanto, esse nutriente nao se encontra biologicamente disponivel, a escassez desse elemento
para as plantas decorre de sua elevada reatividade e da alta capacidade de reter seus ions de P,
que estao associados a diversos componentes do solo (Hinsinger, 2001).

Em solos de Cerrado a presenca de fosforo disponivel para as plantas ¢ limitada devido
ao extenso intemperismo, ao baixo teor de P total, a composicdo mineral e as condigdes
geoquimicas caracteristicas desse tipo de solo que facilita o sequestro dos ions de P
principalmente pelos 6xidos de Fe e Al, diminuindo assim as concentragdes de fosforo na
solucdo (Goedert et al. 1986; Mendes; Reis Junior, 2003) . No entanto, isolados de Bacillus spp.
solubilzadores de fosfato auxiliam na disponibilidade desse fosforo no solo através de enzimas
secretoras. Por meio da acidificacdo das células microbianas em seus arredores, resultando na
liberagdao dos ions de fosfato, esse processo possibilita a disponibilidade do fosforo para as
plantas (Olanrewaju; Glick; Babalola, 2017; Solanki; Kundu; Nehra, 2018).

Ademais os microrganismos multifuncionais apresentam caracteristicas de
biofertilizacdo, como a capacidade de fixagdo de nitrogénio e solubilizagdo de fosfato através
da producao de acidos organicos e enzimas, incluindo as fitases (Oliveira ef al.,2009; Jorguera
et al., 2011). Os resultados alcangados neste estudo estdo em consonancia com os achados de
Giassi et al. (2016), observado em sua pesquisa uma baixa capacidade de solubiliza¢ao de

fosfato por isolados de Bacillus spp.
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3.4 Avaliacao da formacao de biofilme pelos isolados de Bacillus spp.

Nesta avali¢ao observou-se adesdo das células bacterianas ao poliestireno na formagao
de biofilme nos tratamentos MGSS 288, MGSS 292, MGSS 293, MGSS 294, MGSS 442,
MGSS 445, com 72 h de incubagao (Figura 3). Nas avaliacdes com 24 e 48 horas de incubagao
nao houve formagao de biofilme.

Figura 3. Avaliac@o da quantificagdo de formacao de biofilme pelos isolados de Bacillus spp.As médias foram
agrupadas pelo teste de Skott-Knott a 5% de probabilidade.
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Os resultados com 72 h de incubacao sugerem agregacao celular suficiente que a
formacao de biofilme se torna capaz com o esgotamento dos nutrientes no meio (Stepanovic et
al.,2007). A formagao de biofilme representa uma estratégia para o crescimento bacteriano em
superficies. Os resultados adquiridos neste estudo demonstram a producao e o estabelecimento
eficaz do biofilme dos respectivos isolados de Bacillus spp. citados acima.

Para Costerton ef al. (1999), a formagdo de biofilmes maduros pode depender de uma
combinacao de fatores, bem como, ajustes celulares e ciclos de crescimento influenciados pela
difusdo de nutrientes na comunidade. O estresse nutricional emerge como o sinal ambiental
decisivo para a transicdo entre procariotos unicelulares e associagdes multicelulares. Desta
forma, acredita-se que a formacao de biofilmes seja uma resposta adaptativa para garantir a

sobrevivéncia em condi¢des adversas (Webb et al., 2003). No entanto, ¢ importante destacar
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que, isoladamente, essa capacidade de formar biofilme, ndo € suficiente para assegurar o
sucesso do biocontrole. E necessario levar em conta que as bactérias desempenham capacidade
de produzir outros mecanismos de acdo favoraveis, bem como, acido indolacético, enzima
catalase, acido cianidrico, solubilizacdo de fosfato, entre outros. Torna-se interessante
considerar a relevancia individual de cada um desses mecanismos, estabelecendo uma
correlagdo com a capacidade ou nao de formagao de biofilme pelos isolado bacteriano (Chen et

al., 2013).

3.5 Efeito antagonico de isolados de Bacillus spp. no crescimento micelial de Fusarium
guttiforme

Na avaliagdo in vitro foi observado a eficacia dos isolados de Bacillus spp. na inibigao
do crescimento micelial do fitopatdgeno F. guttiforme. Os isolados MGSS 276 e MGSS 441

obtiveram um percentual de inibicao significativo (Tabela 2).

Tabela 2. Efeito antagdnico de isolados de Bacillus spp. contra F. guttiforme com oito dias de inoculagio.

Isolados Média do crescimento Percentagem de inibicdo do
micelial crescimento micelial (%)

MGSS 276 30,994f 65,71
MGSS 441 31,198f 65,48
MGSS 280 37,760ef 58,22
MGSS 294 38,025ef 57,93
MGSS 271 39,500def 56,30
MGSS 443 39,571def 56,22
MGSS 291 39,967cdef 55,78
MGSS 445 40,873 cdef 54,78
MGSS 288 42,077bcdef 53,45
MGSS 442 43,688bcde 51,67
MGSS 272 47,840bcde 47,07
MGSS 293 48,248bcde 46,62
MGSS 274 48,464bcde 46,38
MGSS 292 49,348bcde 45,40
MGSS 444 50,881bcd 43,71
MGSS 273 51,772bed 42,72
MGSS 298 51,990bc 42,48
MGSS 275 53,263b 41,07
Controle 90,396* -

Cv 11,57 % -

'Médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey 5% de probabilidade.
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Durante a avaliagdo in vitro foi evidenciado a presenca de um halo de crescimento
bacteriano ao redor da colonia de F. guttiforme inibindo seu crescimento, mesmo nos casos em
que o fitopatdgeno conseguiu estabelecer uma colonia, esta apresentou um crescimento micelial
deficiente e sem volume. Além de perder sua caracteristica de micélio aéreo e cotonoso.

O percentual de inibicao do isolado MGSS 276 desta pesquisa foi semelhante com os
encontrados por Dias (2023), ao avaliar o efeito antagdnico in vitro deste mesmo isolado
bacteriano contra Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum obsevou que a bactéria foi
significativamente eficiente (P< 0,05) em inibir o crescimento micelial de quatro isolados do
patogeno em 46,55%; 52,32%; 66,55% e 55,99% para os isolados de Fusarium MGSS 60;
MGSS 395; MGSS 396 e MGSS 397 respectivamente.

Do mesmo modo, Remuska e Dala Pria (2007) observaram em testes in vitro que a
bactéria B. thuringiensis demonstrou ser altamente eficaz como antagonista contra Sclerotium
rolfsii, Monilinia fruticola, Sclerotinia sclerotiorum e Fusarium solani, alcangando taxas de
inibicdo do crescimento micelial dos fungos de 39,41%, 37,97%, 37,44% e 36,17%,
respectivamente.

Estudos recentes Ferreira et al. (2021), relataram que os isolados de Bacillus spp. AP-
03 e AP-210, apresentaram percentuais inibidores de crescimento de micélio e producdo de

conidios de F. verticillioides estrutura importante para ocorrer a infestacao.

3.6. Bacillus spp. no controle da fusariose em mudas de abacaxizeiro

Os resultados dos testes de controle biologico foram obtidos mediante duas avaliagdes
apods a inoculagao do fitopatogeno F. guttiforme nas mudas de abacaxizeiro, a primeira foi
realizada aos de vinte e um dia (avaliagdo externa) e a segunda avaliagdo com trinta dias
(avaliagdo interna)

A cultivar Turiacu ndo apresentou lesdo, fato que demonstra sua tolerancia ao F.
guttiforme. Reis (2020) também observou em estudos com selegdo clonal de abacaxi Turiagu
(tradicional) tolerancia ao F. guttiforme. O estudo de Abreu et al. (2017) relata que a tolerancia
desta cultivar pode estar ligada a sua diversidade genética.

Os resultados da cultivar Pérola tratada com os isolados MGSS 443 ¢ MGSS 288
obtiveram relevancia significativa no controle da lesdo comparada com o tratamento controle,
aos vinte e um dias de inoculacao (avaliacao externa) (Figura 4). Aos trinta dias (avaliagao
interna) o isolado MGSS 444 demonstrou capacidade de inibir o crescimento da lesao diferindo

estatisticamente do tratamento controle (Figura 5).
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A cultivar Turipaz aos vinte ¢ um dia de inoculagdo (avaliagdo externa), apontou
tolerancia ao fitopatogeno (Figura 6). No resultado da avaliagdo aos trinta dias (Avaliagao
interna), os isolados de Bacillus spp. MGSS 445 e MGSS 293 mostraram inibi¢ao da lesdo, ao
diferir estatisticamente dos demais tratamentos e do tratamento controle (Figura 7).

Na avaliacao externa da cultivar Pérola aos vinte € um dia de inoculagdo, foi possivel
observar que todas as mudas tratadas com os isolados de Bacillus spp. apresentaram diferengas
estatisticas em relacdo as mudas sem o tratamento de Bacillus spp. (Tratamento Controle)
(Figura 4).

Os tratamentos das mudas da cultivar Pérola com isolados de Bacillus spp. MGSS 443
e MGSS 288, apresentaram menor tamanho de lesdo causado pelo patogeno F. guttiforme e nao
diferindo significativamente de outros quinze tratamentos bacterianos, demonstrando efeito dos
tratamentos destes isolados de Bacillus spp.

Esse estudo trouxe uma nova possibilidade no controle da fusariose através do controle
biolégico voltada para o patossistema Ananas comosus versos Fusarium guttiforme, pouco
ainda estudado no meio cientifico. Portanto, € uma proposta promissora para os produtores de
abacaxi nao apenas do estado do Maranhdo, mas para toda a cadeia produtiva desta cultura.
Pois foi possivel demonstrar o potencial de Bacillus spp. a capacidade desses microrganismos
de reduzir a incidéncia e a severidade da fusariose de maneira sustentavel, sem depender de
produtos quimicos sintétizados. Por isso, foi citado outras evidéncias observadas em
experimentos que obtiveram sucesso no controle de fusariose em diferentes culturas utilizando
Bacillus spp. como ferramenta antagonica.

Os resultados encontrados nesse estudo apontam similaridade aos de Campos Neto et
al. (2018), outras pesquisas relevantes como as de Fan et al. (2021); Sahzad et al. (2017)
mostraram o potencial de Bacillus spp. no controle de Fusarium spp.

No entanto vale a pena ressaltar a inovacdo no controle biologico para a fusariose de
abacaxizeiro pelos isolados de Bacillus spp. , através da determinagao dos mecanismos de agcao
desses microrganismos, que sao motores para o controle de fitopatogenos. De fato , os
resultados significativos aqui apresentado com abacaxizeiro , por sua vez, fazem a difereca nos
parametros avaliativos de controle de Fusarium guttiforme nesta cultura, pois, formam a base
cientifica que explica a capacidade desses microrganismos para o biocontrole garantir a
produtividade e a sustentabilidade da producdao na agricultura. Na verdade a eficiéncia de
biocontrole comprovada nesse estudo por esses microrganismos pode-se comparar com as
formulagdes bacteriana registrada no Ministério da Agricultura Pecuaria, e Abastecimento-

MAPA: Quartz® (biofungicida), AgTecmmon (biofungicida), Amanzir (biofungicida),
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AmitrixSC (biofungicida) (Agrofit, 2024).

Figura 4. Avaliacdo externa de mudas de abacaxi Pérola vinte e um dia de inoculagdo- F. guttiforme. Médias
seguidas pelas mesmas letras ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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A avaliacdo dos sintomas internos em mudas de abacaxi Pérola verificou-se que o
isolado MGSS-444 apresentou melhor resultado entre os demais tratamentos com Bacillus spp.
apos trinta dias de inoculacao (Figura 5).

O efeito colonizador do tratamento MGSS 444 na parte interna das mudas de
abacaxizeiro Pérola proporcionou a inibicdo do crescimento da lesdo. Esse resultado ¢
significativo considerando os prejuizos que este fitopatdogeno causa na cultura. Neste caso, a
inibicao da lesdo esta associada a producdo de metabolitos secundarios entre eles HCN, enzima

catalase, produ¢ao de AIA e solubilizagdo de fosfato.
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Figura 5. Avaliagdo interna de mudas de abacaxi Pérola trinta dias de inoculago - Fusarium guttiforme. Médias
seguidas pelas mesmas letras ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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O é4cido cianidrico (HCN) interfere na respiragdo celular de patdgenos, inibindo a
citocromo carbono oxidase e desativando outras metaloproteinas, levando a hipoxia histotdxica
e consequente depressdo do sistema nervoso central e atividade miocardica do
fitopatogeno.(Petrikovics et al., 2015). Esses resultados embora utilizados em outras culturas
agricolas corroboram aos achados de Ferreira ef al. (2021) ao evidenciarem a reducao da
incidéncia de F. verticillioides em mudas de milho (Zea mays L.) tratadas com Bacillus spp.,
estes sao produtores de acido indolacético (AIA), acido cianidrico (HCN), catalase (CAT) e
solubilizadores de fosfato (SP). Abdelmoteleb et al. (2022) relataram o efeito antagonico de
cepas de B. subtilis capazes de proteger as mudas de algodao (Gossypium hirsutum L.) do fungo
fitopatogénico Fusarium solani ICADL1. Bem como, Fan et al. (2021) avaliaram o efeito de
controle dos isolados B. subtillis (YN1419) e B. Amyloliquefaciens (YN0904), sobre F.
oxysporum em mudas de bananeira (Musa spp.) inibindo o indice da doenga em 82,6% e 85,6%,
respectivamente.

Para as avaliagdes externas das mudas de abacaxizeiro Turipaz ocorrida apos vinte € um
dia de inoculacao, observa-se que nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os

tratamentos com os isolados de Bacillus spp. € o tratamento controle. (Figura 6).
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Figura 6. Avaliacdo externa de mudas de abacaxi Turipaz vinte e um dia de inoculado- Fusarium guttiforme.
Meédias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem significativamente peloteste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Sabendo que a cultivar Turiacu tradicional € tolerante ao F. guttiforme e o Turipaz sendo
uma selecao clonal da referida cultivar, provavelmente o gendtipo da variedade Turipaz possui
genes tolerantes ao fitopatdgeno, fato confirmado nos resultados desta pesquisa, que ndao houve
diferenca estatistica aos vinte e um dias apos inoculagdo das mudas com o patdgeno
(Tratamento Controle) em relagdo as mudas tratadas com os isolados de Bacillus spp.

Conforme Oliver e Solomon (2010), quando uma planta se mostra tolerante, os sintomas
da doenga se manifestam, mas sem comprometer o seu desenvolvimento. Isso ocorre, devido
os patogenos adaptados a espécie vegetal produzem fatores de viruléncia, como por exemplo
efetores, codificados por genes especificos de viruléncia/aviruléncia (genes avr ).

Para as avaliagdes internas das mudas de abacaxi Turipaz realizadas com trinta dias de
inoculagdo, os tratamentos com isolados de Bacillus spp. MGSS-445 e MGSS-293 diferiram
estatisticamente dos tratamentos MGSS-291; MGSS-444 e do tratamento controle (Figura 7).
Observou-se ainda que na avaliacdo externa os isolados MGSS-445; MGSS-293 foram
estatisticamente iguais ao tratamento controle. Porém na avaliacdo interna houve antagonismo

nas respectivas mudas de abacaxizeiro Turipaz com estes isolados.
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Figura 7. Avaliacgo interna de mudas de abacaxi Turipaz trinta dias de inoculagio com Fusarium guttiforme.
Meédias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem significativamente peloteste de Tukey a 5% de probabilidade.

4

abc .
_ abc
g’z'\ abe abc
g’ 3 abc
'R ab¢ abce abc abe abe abe abe
025 abc
P i abc
o 2 abc ¢
«
Al
0.5
0
v\ Y AD akx \\Q’\ D D D N> DO
5 \ ) W N2 N ™ ’\ % S N %Y O ) X
Dy
& <5o°° o o%%% é’b‘ fé?% %%% & Q%%& %°’ S ‘° %‘7 ‘9’ é’ﬂ c?v %‘9 C?"ﬂ &
F FEFFFFEFFFEFEFFEEE

Tratamentos

Apesar dessa variedade ter apresentado tolerancia nas avaliagdes externas. Mostrou-se
afetada pelo patégeno quando avaliada internamente. A detec¢ao de caracteristicas antagonicas
desenvolvida pelos tratamento com Bacillus spp. isolados MGSS 445 ¢ MGSS 293, na parte
interna das mudas, podem estar relacionadas com a capacidade dos mesmos terem formado
biofilme, além de produzirem todos os mecanismos de agdo realizados nos testes bioquimicos.
Esses mecanismos desencadeiam um sistema de defesa contra fitopatdogeno ao formar zonas
inibidoras eficientes.

A habilidade de isolados de Bacillus spp. em formar biofilme requer microrganismos
dindmicos e funcionais. Ademais a fungdo protetora estrutural da matriz do biofilme
desempenha um papel fundamental na fisiologia e ecologia bacteriana, incluindo interagdes

celulares, utilizacdo de nutrientes, transferéncia horizontal de genes (Flemming; Wingender,
2010).

4 CONCLUSOES

As bactérias do género Bacillus spp. observadas nesse estudo mostraram-se eficientes
nas analises de produgdo dos mecanismos de agao: acido indolacético; &cido cianidrico; enzima
catalase; solubilizagdo de fosfato e formagao de biofilme. Os resultados indicam o potencial
biocontrolador dos isolados de Bacillus spp. sobre o F. guttiforme tanto in vitro (laboratério),
ao criar um halo de inibi¢ao do crescimento micelial, quanto in vivo no biocontrole em mudas

de abacaxizeiro.
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Os Bacillus spp. MGSS 443, MGSS 288 e MGSS 444 demonstraram eficacia ao inibir
o crescimento da lesdo nas mudas da cultivar Pérola.

Os Bacillus spp. MGSS 445 e MGSS 293 apresentaram efeito inibidor da lesao nas
mudas da cultivar Turipaz. Portanto, a aplicagdo de Bacillus spp. representa uma ferramenta
sustentavel para otimizar o desempenho vegetativo e auxilio no manejo dos sistemas produtivos
de abacaxizeiro. Pesquisas subsequentes devem se concentrar na avaliagdo pratica desses

métodos, em experimentos de campo e para diferentes condi¢des e patossistemas.
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CONSIDERACOES FINAIS

No estudo da caracterizagdo dos mecanismos de acao dos isolados de Bacillus spp. os
resultados indicam o potencial destes isolados na producdo de acido indolacético-AlA, acido
cianidrico -HCN, enzima catalase , solubilizacdo de fosfato inorganico e formacao de biofilme.

Nos testes in vitro e in vivo para avaliar o potencial antagonico sobre Fusarium
guttiforme em mudas de abacaxi nas cultivares Pérola e Turipaz pode-se observar o efeito
antagonista por estes isolados de Bacillus spp. Desta forma o presente estudo mostra o quanto
faz-se necessario darmos continuidade nas pesquisas com estes microrganismos, partindo para
dentro dos cultivos agrarios, como alternativa no intuito de substituir, pelo menos parcialmente

os produtos quimicos.
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NORMAS DA REVISTA BIOCONTROL SCIENCE AND BIOTECNOLOGIA

Biocontrol Science and Technology ¢ um periddico internacional revisado por pares quepublica
pesquisas originais de alta qualidade. A revista publica apenas manuscritos em inglés.
. Sobre o Diario

A Biocontrol Science and Technology aceita os seguintes tipos de artigos: Artigo de
Pesquisa, Artigos de revisao, Comunicagao Curta, Revisao do livro,Carta para o editor.
. Politica de acesso aberto -. Ha opcao de publicar em acesso aberto nesta revista atraveés
do programa de publicacdo Open Select. Publicar em acesso aberto significa que o artigo tera
acesso on-line gratuito imediatamente apos a publicacdo, aumentando a visibilidade, o nimero
de leitores e o impacto da pesquisa. Artigos publicados Open Select com Taylor & Francis
normalmente recebem 45% mais citagdes™ e mais de 6 vezes mais downloads** em
comparacao com aqueles que ndo sdo publicados Open Select.
. Preparo do artigo de Pesquisa

o Deve ser redigido com os seguintes elementos na seguinte ordem: pagina de
rosto, abstrato, palavras-chave., agradecimentos, declaragdo de declaragao de interesse,
referéncias; apéndices (conforme apropriado),tabela(s) com legenda(s) (em paginas

individuais),figuras; legendas de figuras (como uma lista);

o Devera conter um resumo nao estruturado de 250 palavras;
0 Deve conter entre 3 e 6 palavras-chave;
o Contagem de palavras para o artigo e certificar de que os nimeros das linhas

estejam presentes no arquivo.
. Envio sem formato

o Os manuscritos podem ser fornecidos como arquivos Unicos ou multiplos.
Podem ser arquivos Word, formato rich text (rtf), formato de documento aberto (odt), PDF ou
LaTeX. Figuras e tabelas podem ser inseridas no texto ou apresentadas como documentos
separados. As figuras devem ter resolugdo suficiente para permitir a arbitragem. Sera solicitado
a pagar uma taxa de publicacao de artigo (APC) para tornar o artigo de acesso aberto e esse custo

muitasvezes pode ser coberto pela instituicao ou financiador;

o Nao ha requisitos rigidos de formatagao, mas todos os manuscritos devem conter
os elementos essenciais necessarios para avaliar um manuscrito: resumo, afiliagdo do autor,

figuras, tabelas, informag¢des do financiador, referéncias. Mais detalhes poderao ser solicitados
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apods a aceitacao;

@ As referéncias podem estar em qualquer estilo ou formato, desde que seja
aplicado um formato de citagdo académica consistente. Para manuscritos submetidos em
formato LaTeX devera ser incluido um arquivo de referéncia .bib. Nome(s) do(s) autor(es),
titulo do periddicoou livro, titulo do artigo ou capitulo, ano de publicagdo, volume e niimero
(quando apropriado)e nimeros de paginas sdo essenciais. Todas as entradas bibliograficas devem
conter uma citacao correspondente no texto. A adi¢do de nimeros DOI (Digital Object

Identifier) ¢ recomendada, mas nao essencial;

o O estilo de referéncia do periddico sera aplicado ao artigo pds-aceitagdo por

Taylor &Francis;

0 A ortografia pode ser inglés dos EUA ou do Reino Unido, desde que o uso seja
consistente.
° Lista de verificacao: inclui

o  Detalhes do autor. Certificar que todos os autores listados atendam aos critérios de
autoria da Taylor & Francis . Todos os autores de um manuscrito devem incluir seu nome
completo e afiliagdo na capa do manuscrito. Quando disponivel, inclua também ORCiDs e
identificadores de midia social (Facebook, Twitter ou LinkedIn). Um autor devera ser
identificado como autor correspondente, com seu endereco de e-mail normalmente exibido no
PDF do artigo (dependendo da revista) e no artigo online. As afiliagdes dos autores sdo as
afiliagdes onde a pesquisa foi realizada. Se algum dos coautores nomeados mudar de afiliagao
durante o processo de revisdo por pares, a nova afiliacdo poderd ser fornecida como nota de

rodapé. Nenhuma alteragdo na afiliacao podera ser feita apds o artigo ser aceito;

o  Resumo gréafico (opcional). Esta ¢ uma imagem para dar aos leitores uma ideia
clarado contetido do seu artigo. Deve ter uma largura méxima de 525 pixels. Se a sua imagem
for mais estreita que 525 pixels, coloque-a sobre um fundo branco com 525 pixels de largura
paragarantir que as dimensoes sejam mantidas. Salve o resumo grafico como .jpg, .png ou .tiff.
Porfavor, ndo o incorpore no arquivo do manuscrito, mas salve-o como um arquivo separado,

denominado GraphicalAbstractl;

o  Pode optar por incluir um resumo em video em seu artigo. Isso pode ajudar o

trabalhoalcangar um publico mais amplo e o que pensar ao filmar;

o  Detalhes de financiamento. Fornecer todos os detalhes exigidos pelos seus 6rgaos

financiadores e concedentes da seguinte forma: Para subsidios de agéncia inica. Este trabalho
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foi apoiado pela [Agéncia Financiadora] sob o subsidio [mimero xxxx];

o  Para doagdes de multiplas agéncias - Este trabalho foi apoiado pela [Agéncia de
Financiamento n°® 1] sob a doagdo [nimero xxxx]; [Agéncia de Financiamento n° 2] sob Subven¢ao

[nimero xxxx]; e [Agéncia deFinanciamento n° 3] sob Subveng¢ao [nimero xxxx];

o  Declaragdo de divulgacdo: Isto ¢ para reconhecer qualquer interesse financeiro ou nao
financeiro que tenha surgido das aplicagoes diretas de sua pesquisa. Se ndo houver interesses conflitantes
relevantes a declarar, indique isso no artigo, por exemplo: Os autores relatam que ndo ha interesses
conflitantes a declarar. Orientagdes adicionais sobre o que ¢ um conflito de interesses e como divulga-

lo;

o  Declaragdo de disponibilidade de dados. Se houver um conjunto de dados
associado ao artigo, fornecer informagdes sobre onde podem ser encontrados os dados que
apoiam os resultados ou analises apresentados no artigo. Quando aplicavel, isto deve incluir o
hiperlink, DOI ou outro identificador persistente associado ao(s) conjunto(s) de dados. Modelos

tambémestao disponiveis para apoiar os autores;

o Deposicdo de dados. Se optar por compartilhar ou tornar abertos os dados
subjacentesao estudo, depositar os dados em um repositorio de dados reconhecido antes ou no
momento da submissdo. Serd solicitado a fornecer o DOI, o DOI pré-reservado ou outro

identificador persistente do conjunto de dados;

o Informagdes de geolocalizagdo. Enviar uma se¢do de informacdes de
geolocaliza¢do, como um paragrafo separado antes de seus agradecimentos, significa que
podemos indexar comprecisao a area de estudo do artigo no banco de dados de literatura
geografica do JournalMap e tornar o artigo mais detectdvel por outras pessoas. Mais

Informagdes;

o  Material complementar on-line. O material suplementar pode ser um video,
conjuntode dados, conjunto de arquivos, arquivo de som ou qualquer coisa que suporte (e seja

pertinenteao) artigo. Publicacao de material suplementar online via Figshare;

o  Figuras. As figuras devem ser de alta qualidade (1200 dpi para arte linear, 600
dpipara escala de cinza e 300 dpi para cores, no tamanho correto). As figuras devem ser
fornecidasem um de nossos formatos de arquivo preferidos: arquivos EPS, PS, JPEG, TIFF ou
MicrosoftWord (DOC ou DOCX) sao aceitaveis para figuras desenhadas em Word. Para
informagdesrelacionadas a outros tipos de arquivo, consulte nosso documento de Envio de arte

eletronica .11.Tabelas. As tabelas devem apresentar novas informag¢des em vez de duplicar o
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que esta no texto. Os leitores devem ser capazes de interpretar a tabela sem referéncia ao texto.

Forneca arquivos editaveis;

o  Equagdes. Se estiver enviando o manuscrito como um documento Word, certificar

de que as equagdes sejam editaveis;

o  Unidades. Use unidades SI (sem italico).Usando material de terceiros no artigo,
deve obter a permissdo necessaria para reutilizar material de terceiros no artigo. O usode pequenos
trechos de texto e alguns outros tipos de material ¢ geralmente permitido, de formalimitada, para fins de
critica e revisdo, sem obter permissao formal. Se desejar incluir no artigoqualquer material sobre o qual
ndo detém direitos autorais e que ndo esteja coberto por este acordo informal, precisara obter permissao

por escrito do proprietario dos direitos autorais antes de submeté-lo.
. Enviando o artigo

Esta revista utiliza o Portal de Submissdes da Taylor & Francis para gerenciar o processo
de submissao. O Portal de Submissdes permite que vocé veja suas submissdes no portfolio de
periddicos da Taylor & Francis em um so6 lugar.

A Biocontrol Science and Technology usa Crossref™ para selecionar papéis em busca
de material ndo original. Ao enviar o artigo para a Biocontrol Science and Technology os
autores devem concordar com as verificagdes de originalidade durante os processos de revisao
por pares e producao.

. Apos a aceitacio, recomenda-se guarde uma céopia do Manuscrito Aceito.Politica
de Compartilhamento de Dados

o Esta revista aplica a Politica Basica de Compartilhamento de Dados da Taylor &
Francis.Os autores sdo incentivados a compartilhar ou tornar abertos os dados que apoiam os
resultados ou analises apresentados em seu artigo, sempre que isso nao viole a protegao de seres

humanos ou outras preocupacdes validas de privacidade ou seguranca;
0 Os autores sdo incentivados a depositar o(s) conjunto(s) de dados em um

repositorio de dados reconhecido que possa cunhar um identificador digital persistente, de
preferéncia umidentificador de objeto digital (DOI) e que reconheca um plano de preservagao
de longo prazo.Se nao tiver certeza sobre onde depositar seus dados, consulte esta informagao
sobre repositorios;

o Os autores sao ainda encorajados a citar quaisquer conjuntos de dados
referenciadosno artigo e fornecer uma Declaracao de Disponibilidade de Dados;

o No momento da submissao, sera questionado se existe um conjunto de dados
associadoao artigo. Se responder sim, sera solicitado a fornecer o DOI, o DOI pré-registrado, o

hiperlinkou outro identificador persistente associado ao(s) conjunto(s) de dados. Se optou por
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fornecer um DOI pré-registrado, esteja preparado para compartilhar a URL do revisor associada
ao deposito de dados, mediante solicitacao dos revisores;

o Quando um ou varios conjuntos de dados estao associados a um manuscrito, estes
ndosdo formalmente revisados por pares como parte do processo de submissdo ao periddico. E
responsabilidade do autor garantir a solidez dos dados. Quaisquer erros nos dados sdo
exclusivamente dos produtores do(s) conjunto(s) de dados.
. Taxas de publicacao

Nao ha taxas de submissao, taxas de publicagdo ou cobranga de pagina para esta revista.
As figuras coloridas serdo reproduzidas em cores no artigo online gratuitamente. Caso seja
necessario que as figuras sejam reproduzidas em cores na versdao impressa, sera cobrada uma
taxa. As taxas para figuras coloridas impressas sdo de £ 300 por figura ($ 400 dodlares
americanos; $ 500 dolares australianos; € 350). Para mais de 4 figuras coloridas, as figuras 5 e
superiores serdo cobradas £ 50 por figura ($ 75 dolares americanos; $ 100 dolares australianos;
€ 65). Dependendo da localizacao, essas cobrangas podem estar sujeitas a impostos locais.
. Opcoes de direitos autorais

Os direitos autorais permitem que os autores protejam o material original e impega que
outras pessoas usem o trabalho sem permissao. Taylor & Francis oferece diversas opgoes de
licenca e reutilizagdo, incluindo licengas Creative Commons ao publicar em acesso aberto.
. Conformidade com Agéncias de Financiamento

Sao depositados todos os artigos financiados pelo National Institutes of Health ou
Wellcome Trust no PubMedCentral em nome dos autores, atendendo aos requisitos de
respectivas politicas de acesso aberto. Se isso se aplica ao autores, informar a equipe de
producdo quando receber as provas dos artigos, para que possam fazer isso pelos autores.

Verificar os mandatos da politica de acesso aberto dos financiadores.
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