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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da microbiolizagdo de sementes de
alface (Lactuca sativa L.) cv. ‘Grandes Lagos Americana’ e ‘Americana Delicia’ com
diferentes isolados de Bacillus para controle de fungos fitopatogénicos, assim como avaliar a
qualidade sanitaria e a taxa de transmissdo dos patogenos associados a estas sementes. A
analise sanitaria das sementes foi realizada por meio do método do Blotter Test. Para
quantificar a taxa de transmissdo dos fitopatogenos, 400 sementes de cada cultivar foram
semeadas em bandejas contendo substrato composto de solo:areia grossa:vermiculita (3:1:1),
avaliando-se aos 7, 14 e 21 dias ap6s a semeadura. Fragmentos de folha, cauliculo e raiz
foram transferidos para placa de Petri contendo meio de cultura BDA e incubados em camara
BOD. A avaliagdo da transmissdo foi realizada sete dias ap6s a incubacdo em relacdo a
presenca de patogenos, quantificando-se a porcentagem de transmissao. As sementes de alface
foram microbiolizadas com diferentes isolados de Bacillus: MGSS B274 - B.
amyloliquefaciens; MGSS B271, MGSS B272, MGSS B273 — B. methylotrophicus, ¢ MGSS
B275 — B. thuringiensis. Ap6s o tratamento, as sementes foram plaqueadas em meio BDA e
incubadas. Os resultados mostraram que as sementes da cv. ‘Grandes Lagos Americana’
apresentaram a maior percentagem de contaminacdo por fungos nos testes de sanidade e
transmissdo. Os isolados MGSS B274 e o MGSS B273 foram os mais eficientes no controle
dos fungos transmitidos pelas sementes de alface das cultivares avaliadas.

Termos para Indexacdo: biocontrole, Lactuca sativa L., sanidade de sementes,
fitopatdgenos.

MICROBIOLIZATION OF LETTUCE SEEDS WITH Bacillus spp. TO CONTROL
PLANT PATHOGENIC FUNGI

ABSTRACT: This study aimed to evaluate the effect of the microbiolization of lettuce seeds
(Lactuca sativa L.) cv. ‘Grandes Lagos Americana’ and ‘Americana Delicia’ with Bacillus
spp. to control plant pathogenic fungi as well as assessing the health quality, and the rate of
transmission of pathogens associated with these seeds. The health quality of the seeds was
carried out using the Blotter Test method. To quantify the transmission rate of
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phytopathogens, 400 seeds of each cultivars were sowing in trays containing substrate
soil:gravel:vermiculite (3:1:1) and the evaluations carried out at 7, 14 and 21 days after
sowing. Fragments of leaf, the stem, and root were plated in PDA medium in Petri dish and
incubated in BOD. Transmission assessment was performed seven days after incubation as for
the presence of pathogens, quantifying the percentage of transmission. The lettuce seeds were
microbiolized with different Bacillus isolates: MGSS B274 — B. amyloliquefaciens; MGSS
B271, MGSS B272, MGSS B273 — B. methylotrophicus; and MGSS B275 — B. thuringiensis.
After treatment, the seeds were placed in Petri dishes containing BDA medium and incubated.
The results showed that the seeds of cv. ‘Grandes Lagos Americana’ had the highest
percentage of fungi contamination in the health quality and transmission tests. Isolates MGSS
B274 and MGSS B273 were the most efficient in controlling the fungi transmitted by the

lettuce seeds of the evaluated cultivars.

Index terms: biocontrol, Lactuca sativa L., seeds health, plant pathogens.

INTRODUCAO

As sementes sdo consideradas um
dos insumos mais importantes na producao
agricola, contudo, esta producao pode ser
reduzida pelos fitopatogenos
transmissiveis pelas mesmas, como fungos,
bactérias, virus e nematoides, e, além
disso, podem ser disseminados a longas
distancias e introduzidos em novas areas
de cultivo. Desta forma, a produgdo
econdmica de hortalicas, depende de
praticas culturais adequadas e o uso de
sementes sadias, garantindo 0
estabelecimento de lavouras isentas de
patdgenos, vigorosas € com custos de
implantacao reduzido (PEREIRA et al,
2015).

A alface (Lactuca sativa L.) ¢ a
hortalica folhosa mais consumida no
mundo, ¢ uma das mais importantes do
ponto de vista economico (SALA;
COSTA, 2012). A grande suscetibilidade
da alface as doengas torna-se um fator
limitante da producdo dessa hortalica,
sendo conhecidas aproximadamente 75
doengas, muitas delas transmitidas por
sementes (LOPES; QUEZADO-DUVAL;
REIS, 2010).

O uso de defensivos quimicos para
a protecao de plantas contra fitopatogenos,
embora seja um dos métodos mais
utilizados, apresenta uma série de

desvantagens como danos ao meio
ambiente, possibilidade de ocorrer
resisténcia dos patdégenos a determinados
compostos (NAGARAJKUMAR;
BHASKARAN; VELAZHAHAN, 2004),
aumento do custo da produgdo e
intoxicagdo aguda ou cronica do ser
humano, resultante do contato direto ¢
indireto com esses produtos (SILVA,
2017). Por essa razdo, a busca por métodos
alternativos de tratamento de sementes
para o controle de fitopatdogenos, como a
utilizacdo do controle biologico, tém
crescido nos ultimos anos (MORANDI;
BETTIOL, 2009; NASCIMENTO et al,
2020).

No manejo integrado de doengas, o
emprego do controle biolégico no
tratamento sanitdrio de sementes tem
alcancgado resultados promissores por meio
da microbiolizagdo, que consiste na
aplicacdo de microrganismos vivos as
sementes para o controle de doengas, bem
como promover o crescimento das plantas
(DINIZ et al., 2009; ETHUR et al., 2006).
Dentre esses microrganismos, espécies do
género Bacillus tém apresentado resultados
satisfatorios no controle de fitopatégenos
associados as sementes.

As bactérias pertencentes ao género
Bacillus sao gram-positivas, aerobicas ou



anaerobicas facultativas e formadoras de
endosporos. Essa ultima caracteristica
permite que estas bactérias sejam
resistentes as mudancas ambientes, sendo
este fato de grande importancia para a
producdo de inoculantes (TEJERA;
HEYDRICH; ROJAS, 2012).

Diversos estudos tém comprovado
a versatilidade do uso do género Bacillus
na agricultura. A utilizacdo de espécies de
Bacillus como agentes promotores de
crescimento e biocontroladores de doencas
de plantas, tornam o seu uso um método de
controle eficiente, pratico, econdOmico e
ambientalmente  sustentavel  (SHAFI;
TIAN; JI, 2017). Estes microrganismos
atuam também como indutores de
resisténcia, provocando alteragoes
citoquimicas durante o ataque de
patogenos (SHAN et al, 2013;
KLOEPPER; RYU; ZHANG, 2004).

Isolados de Bacillus spp. podem
ter acdo inibitoria sobre patdgenos por
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meio de diferentes mecanismos de acdo,
como competigao, producao de
antibioticos e liberacdo de compostos
volateis ou pela interagdo  desses
mecanismos (DOURADO et al, 2020).
Portanto, a microbiolizacdo de sementes
com Bacillus spp. tem desempenhado um
importante papel para o controle de
patdégenos transmitidos por sementes,
comprovado em estudos desenvolvidos
com sementes de arroz (NASCIMENTO et
al., 2020), feijao (TORRES et al., 2017) e
pimentdo (DOURADO et al., 2020).

Diante disto, o presente trabalho
tem como objetivo avaliar o efeito da
microbioliza¢do de sementes de alface com
diferentes isolados de Bacillus spp. para
controle de fungos fitopatogénicos, bem
como avaliar a qualidade sanitaria e a taxa
de transmissao dos patogenos associados a
estas sementes.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no
Laboratério de Fitopatologia do Nucleo de
Biotecnologia AgronOmica da
Universidade Estadual do Maranhdo —

Avalia¢do da qualidade sanitaria das sementes

A andlise da qualidade sanitaria das
sementes foi realizada através do método
Blotter Test (BRASIL, 2009). As sementes
foram inicialmente desinfestadas em
solugdo de hipoclorito de s6dio (NaOCl) a
1,5 % por 1 minuto, seguida de imersdo em
alcool a 50 % por 30 segundos, e duas
lavagens em agua destilada e esterilizada
(ADE). Apos o processo de desinfestacao,
as sementes foram distribuidas em placas
de Petri esterilizadas, contendo trés
camadas de papel de filtro esterilizado e
umedecido com ADE. Foram plaqueadas
400 sementes, de cada cultivar,

UEMA, Sdo Luis — MA. Foram utilizadas
sementes de alface ndo tratadas das
cultivares ‘Grandes Lagos Americana’ e
‘Americana Delicia’.

distribuidas em 20 repetigdes. As sementes
foram incubadas em BOD, a temperatura
de aproximadamente 26+£5 °C e
fotoperiodo de 12 h, durante sete dias.
Apdés o periodo de incubacio,
observaram-se as colOnias fingicas das
plantulas e das sementes ndo germinadas,
com auxilio de um  microscopio
estereoscopico e Optico. Fragmentos das
colonias fungicas que se desenvolveram
sobre as sementes foram transferidos para
placas de Petri contendo meio de cultura
BDA  (batata-dextrose-agar), para a
obtencdo de uma cultura pura e preparo de



laminas para observagao das estruturas das
espécies fungicas. A identificacdo foi
realizada por meio do uso de chaves de
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identificacdo, e os resultados foram
expressos em percentual de ocorréncia dos
fungos.

Quantificacio da taxa transmissao de fitopatogenos associados as sementes

Para obtencdo da taxa de
transmissao, 400 sementes de cada cultivar
de alface, foram semeadas em bandejas
contendo substrato composto por solo,
areia grossa e vermiculita na proporc¢ao
3:1:1. As avaliagoes foram realizadas 7, 14
e 21 dias apds a semeadura (DAS).

Em cada época de avaliagdo, foram
coletadas aleatoriamente 100 plantulas,
lavadas em agua corrente para retirada do
excesso de substrato aderido ao sistema
radicular e encaminhadas para analise em
laboratorio. De cada plantula foram
removidos folha, cauliculo e raiz, ¢ em
seguida, feita assepsia do material em
hipoclorito de sodio (1 %) por 3 minutos,
seguindo de lavagem com ADE.
Fragmentos dos oOrgdos vegetais foram

distribuidos em placas de Petri, contendo
meio de cultura BDA e o material
incubado em BOD por sete dias, a 2542 °C
e fotoperiodo de 12 h. O o6rgao foi
considerado infectado, quando foi possivel
identificar a colonia e/ou estruturas dos
fungos sob microscopio estereoscopio e
optico.

Os dados obtidos foram expressos
em taxa de transmissao do fungo da
semente, para cada orgdo da plantula, em
fun¢do da incidéncia destes nas sementes ¢
respectivas estruturas, que foram avaliados
em diferentes épocas. A porcentagem de
transmissdo de cada patdgeno, foi
determinada através da formula de Goulart
(1996):

Transmissao (%) = % de plantulas com determinado patdégeno x (100)

incidéncia desses patdgenos nas sementes

Efeito de isolados de Bacillus spp. sobre fitopatogenos associados as sementes de alface

Foram utilizados cinco isolados de
Bacillus, pertencentes a Colegcao de
Fitopatogenos “Prof® Gilson Soares da
Silva”, da Universidade Estadual do
Maranhdo, sob numeros MGSS B271,
MGSS B272, MGSS B273 (B.
methylotrophicus), MGSS B274 (B.
amyloliquefaciens), MGSS B275 (B.
thuringiensis), identificados
molecularmente por Nascimento et al.
(2016). Os isolados foram repicados para
placas de Petri contendo meio de cultura
BDA e incubados a 28 °C por 48 h e
fotoperiodo de 12 h em BOD, para serem
utilizados na microbiolizagdao das sementes
de alface.

A metodologia utilizada na
microbiolizagdo das sementes, seguiu

aquela preconizada por Ludwig et al
(2009) com modificacdes. As sementes
foram imersas nas suspensodes dos isolados,
preparada com solugdo salina (NaCl 0,85
%), sendo a concentragdo ajustada para 10®
UFC ml! em espectrofotometro
(As40=0,5), e colocadas sob agitacdo
constante, por 30 minutos a 50 rpm.

Ap6és a  microbiolizagdo, as
sementes eram distribuidas em placas de
Petri contendo meio de cultura BDA. A
avaliacdo foi realizada sete dias apos a
incubagdo em BOD a 26+5 °C e
fotoperiodo de 12 h. A identificacdo das
colonias fingicas apds o tratamento das
sementes, procedeu-se da mesma forma na
qual foi realizada na avaliagdo da
qualidade sanitaria das sementes.



O  delineamento  experimental
adotado foi inteiramente casualizado com
seis tratamentos, que corresponde aos
cinco isolados de Bacillus spp. e a
testemunha,  distribuido em  cinco
repeticoes de 20 sementes cada. A
testemunha correspondeu as sementes
imersas em solu¢do salina. Os resultados
foram expressos em percentual de controle
das espécies fungicas encontradas nas
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sementes de alface apds a microbiolizacao
com os isolados de Bacillus spp. Os dados
obtidos foram transformados em Vx, para
normalizacgdo e homogeneizacdo da
distribuicdo dos dados amostrais, e as
médias foram comparadas pelo teste de
Scott-Knott a 5 % de probabilidade, por
meio do software estatistico SISVAR®.
5.7.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avalia¢do da qualidade sanitaria das sementes

A qualidade sanitaria das sementes
de alface cultivar ‘Grandes Lagos
Americana’, apresentou um percentual de
5 % de sementes infectadas, sendo a
espécie Chaetomium globosum Kunze a de
maior incidéncia (40 %), seguido por
Aspergillus niger van Tieghem (25 %) e
Aspergillus fumigatus Fresenius (20 %)
(Figura 1). Nas sementes da cultivar

‘Americana Delicia’ foi observado um
percentual de 2 % de sementes infectadas,
e detectada a incidéncia de C. globosum
(71 %) e A. niger (29 %). O percentual de
germinacdo das sementes das cultivares
‘Grandes Lagos Americana’ e ‘Americana
Delicia’ foi 64 % e 84 %, respectivamente
(Figura 1).

Figura 1. Percentagem de germinacdo e incidéncia de patdogenos em sementes de alface
cultivares Grandes Lagos Americana e Americana Delicia, pelo método do Blotter Test.
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As sementes sdo os veiculos de
dissemina¢do mais eficientes, favorecendo
a introducdo de doengas em novas areas e
podendo reduzir a produtividade das safras
(FLAVIO et al, 2014). De acordo com
Marassi et al. (2008) a alta incidéncia de
fitopatogenos em sementes esta
relacionado as condi¢des ambientais de
alta temperatura e umidade relativa do ar,
pois estas aceleram o processo de
colonizacdo dos fungos nas sementes.

Ao verificar a qualidade sanitaria
de sementes de tomate (Solanum
lycopersicum L.) cv. Ipa 6, Silva et al.
(2019) apresentaram resultados
semelhantes aos encontrados neste
trabalho, cujas espécies fungicas com
maior incidéncia foram A. fumigatus (26
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%), A. flavus (23 %) e A. niger (19 %).
Paiva et al. (2016), avaliando a qualidade
sanitaria de diferentes lotes de sementes de
alface cv. Simpson, encontraram 100 % de
incidéncia de espécies do  género
Aspergillus.

Apesar de ndo ser considerado
como patéogeno primario, o género
Aspergillus ¢ comumente encontrado em
ambientes de armazenamento, podendo
provocar a contaminagdo de sementes apos
a colheita, e o apodrecimento das mesmas.
Tal consequéncia podera ser refletida em
desuniformidade da germinacdo das
sementes, ou até mesmo provocar a morte
da semente antes que ocorra a germinagao
(MACHADO, 2012; PAIVA et al., 2016).

Quantificacio da taxa transmissio de fitopatogenos associados as sementes

Na quantificagdo da taxa de
transmissdo de fitopatdgenos nas sementes
de alface cultivar ‘Grandes Lagos
Americana’, foram detectados Rhizopus
stolonifer (Ehrenb.: Fr.) Vuill., Curvularia
lunata (Wakker) Boedijn, A. flavus, A.
fumigatus, A. niger ¢ C. globosum, em
todos os orgdos das plantulas (raiz,
cauliculo e folha), nas trés épocas de

avaliacao (7, 14 e 21 DAS). As maiores
taxas médias de transmissdo, para esta
cultivar, foi de C. lunata com percentual
de 91,7 % para raiz, 98,4 % para o caule e
87,3 % para as folhas. Além da C. luneta,
0o A. flavus também apresentou uma alta
taxa de transmissao (90,8 %) nas raizes das
plantulas (Tabela 1).

Tabela 1. Percentagem de transmissao de patdogenos de sementes para plantulas de alface
cultivar Grandes Lagos Americana aos 7, 14 e 21 dias apds a semeadura.

Transmissao %

Grandes Lagos Americana

Dias apés a semeadura

Patogenos . 14 11 Média
Raiz 86,9 90,8 97,5 91,7
Curvularia lunata Cauliculo 97 98,5 99,7 98,4
Folha 78 86 98 87,3
Raiz 65 74,6 87,9 75,8
Rhizopus stolonifer Cauliculo 69,7 78,9 89,9 79,5
Folha 17 27,9 38,6 27,8
Raiz 20 39,7 46 352
Aspergillus niger Cauliculo 7 15,7 25,3 16
Folha 48 52,1 56,5 52,2
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Raiz 89 90,4 93 90,8

A. flavus Cauliculo 38,9 46 49,9 44,9

Folha 62,5 72 81,5 72

Raiz 74,9 87,4 94,1 85,5

A. fumigatus Cauliculo 38,9 43,7 53,9 45,5
Folha 62,5 68,9 72,1 67,8

Raiz 24 32 39,8 31,9

Chaetomium globosum Cauliculo 74,6 79,8 85,4 79,9
Folha 28,1 35,6 39,9 34,5

De acordo com a tabela 2, para a
cultivar ‘Americana Delicia’, as maiores
taxas médias de transmissdo pertencem a
A. niger, nas trés épocas avaliadas e para
os trés 6rgaos da plantula, com percentuais
de 91,7 %, 93,7 % e 953 %,
respectivamente, para a raiz primaria,

cauliculo e folha. Além de 4. niger, o
outro patdgeno detectado nesta cultivar foi
C. globosum, cujas médias percentuais de
transmissdo foram 86,9 % para a raiz, 87,1
% para o cauliculo e 46,6 % para a folha
(Tabela 2).

Tabela 2. Percentagem de transmissdo de patdogenos de sementes para plantulas de alface
cultivar Americana Delicia aos 7, 14 e 21 dias apds a semeadura.

Transmissao %
Americana Delicia

Dias apos a semeadura

Patégenos Média
7 14 21
86,7 91,4 96,9 91,7
Aspergillus niger Cauliculo 88,9 94 98,1 93,7

88,9 97,3 99,7 95,3

Chaetomium globosum

78,9 89 93 86,9

Cauliculo 80,7 84,5 96 87,1

37 45,8 56,9 46,6

Em experimento realizado com
sementes de arroz (Oryza sativa L.), Silva
et al. (2014) obtiveram resultados
semelhantes aos observados na alface
cultivar Grandes Lagos Americana neste
trabalho, visto que Curvularia lunata foi
detectada em todos os 6rgaos das plantulas
de arroz, nas trés épocas de avaliacdo,
apresentando taxas médias de transmissao,
nas trés épocas, de 51,75 %; 44,16 % e

73,12 %, respectivamente, para a raiz
primaria, colmo e glumas.

Em outros estudos, também tem
sido observado a transmissibilidade de
fungos presentes nas sementes de
diferentes culturas. Santos et al. (2014),
estudando a transmissdo e patogenicidade
de fungos associados as sementes de
forrageiras, encontraram 14 géneros de
fungos associados, dentre os quais
Curvularia sp. apresentou uma alta taxa de



transmissdo média (90 %) das sementes
para as plantulas. J& Silva et al. (2019),
quantificando a taxa de transmissdo de
espécies fungicas associadas as sementes
de duas cultivares de tomateiro, Ipa 6 e
San Marzano, observaram que R.
stolonifer, Curvularia sp., A. flavus, A.
fumigatus, A. niger estavam presentes em
todos os orgdos da plantula avaliados aos
7,14 e 21 DAS.
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Os fungos associados as sementes
podem causar deterioragdo e serem
transmitidos as plantulas, colonizando
orgaos radiculares e aéreos. Por esta razao,
a quantificagdo da taxa de transmissdo ¢ de
suma importancia para tornar claro o
potencial epidemioldgico das sementes
(CASA; REIS; NERBASS, 2006).

Efeito de isolados de Bacillus spp. sobre fitopatégenos associados as sementes de alface

As médias de incidéncia dos
fungos apds a microbiolizagdo das
sementes da cultivar ‘Grandes Lagos
Americana’, indicaram que os isolados
MGSS B273 (B. methylotrophicus) e
MGSS B274 (B. amyloliquefaciens)
controlaram 100 % todos os patdgenos, e
suas médias foram significativamente
diferentes em relagdo a testemunha em
todos os tratamentos. O tratamento
testemunha corresponde a incidéncia dos
patogenos presentes nas sementes ndo
microbiolizadas com Bacillus spp., sendo

A. niger e R. stolonifer as espécies
fungicas com as maiores médias de
incidéncia, 13.60 e 12.40, respectivamente
(Tabela 3). Apesar dos isolados MGSS
B273 e MGSS B274 apresentarem o0s
melhores resultados, todos os isolados
testados diferiram significativamente da
testemunha, com percentuais de controle
que variam de 87 a 100 %, em que 4.
fumigatus, C. lunata, Trichoderma sp. e
Rhizopus  stolonifer foram 100 %
controlados (Tabela 3).

Tabela 3. Médias de incidéncia e percentual de controle de fungos associados as sementes de
alface cultivar Grandes Lagos Americana microbiolizadas com isolados de Bacillus spp.

Tratamentos
(6)%
CA . MGSS MGSS MGSS MGSS MGSS
Incidéncia (INC) Test “mo7a m272 B2715  B21 B2z ()
(n° médio Colonia)
A. flavus INC 6.40 a* 0.00c  0.00c 0.00 ¢ 1.80b 0.00c 282
Ctr (%) 100 100 100 94 100
A. fumigatus INC 520a 0.00b 0.00b 0.00b 0.00b 0.00b 39
Ctr (%) 100 100 100 100 100
A. niger INC 13.60 a 0.00 ¢ 1.60 b 2.20b 0.00c 0.00c 36,7
Ctr (%) 100 97 88 100 100
Chaetomium globosum INC 320 a 0.00c  0.00c 1.60 b 0.00c 0.00c 19,8
Ctr (%) 100 100 87 100 100
Curvularia lunata INC 6.40 a 0.00b 0.00b 0.00b 0.00b 0.00b 39
Ctr (%) 100 100 100 100 100
Trichoderma sp. INC 1.60 a 0.00b 0.00b 0.00b 0.00b 0.00b 23,6
Ctr (%) 100 100 100 100 100
Rhizopus stolonifer INC 1240 a 0.00b 0.00b 0.00b 0.00b 0.00b 26
Ctr (%) 100 100 100 100 100
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Test — testemunha; (MGSS B274) — B. amyloliquefaciens; (MGSS B271, MGSS B272, MGSS B273)
— B. methylotrophicus; (MGSS B275) — B. thuringiensis; Ctr (%) — percentual de controle. CV (%) —
Coeficiente de variacdo. *Colunas de diferentes tratamentos, seguidas da mesma letra, ndo diferem

significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5 % de probabilidade.

Em relacdo a cultivar de alface
‘Americana  Delicia’, o  tratamento
testemunha, para todas as espécies
fingicas detectadas, diferiu
significativamente dos demais tratamentos
com os isolados de Bacillus spp., sendo as
maiores médias de incidéncia observadas
nos fungos A. niger (18.40) e R. stolonifer

cultivar  ‘Grandes Lagos Americana’
(Tabela 4). Todos isolados de Bacillus spp.
testados apresentaram bons resultados para
o controle de fungos, com percentuais
variando de 84 a 100 %, sendo Aspergillus
sp., A. flavus e A. fumigatus 100 %
controlados por todos os isolados de
Bacillus spp. (Tabela 4).

(14.00), mesmo resultado observado na

Tabela 4. Médias de incidéncia e percentual de controle de fungos associados as sementes de
alface cultivar Americana Delicia microbiolizadas com isolados de Bacillus spp.

Tratamentos

MGSS MGSS MGSS MGSS MGSS (((fA)V)

Incidéncia (I
ncidéncia (INC) Test. B274  B272  B275 B271  B273

(médio n° Coldnia)

INC 7.20 a* 0.00b 000b 000b 000b 0.00b 257

Aspergillus sp.
pers P Ctr (%) 100 100 100 100 100
INC 520a 0.00b 0.00b 0.00b 0.00b 0.00b 30,2
A. flavus
Ctr (%) 100 100 100 100 100
. INC 4.80 a 0.00b 0.00b 0.00b 0.00b 0.00b 29
A. fumigatus
Ctr (%) 100 100 100 100 100
, INC 18.40 a 0.00d 1.60 c 0.00d 3.80b 0.00d 255
A. niger
Ctr (%) 100 98 100 84 100
. INC 2.00 a 0.00b 0.00b 1.20a 0.00b 0.00b 37,6
Curvularia lunata
Ctr (%) 100 100 96 100 100
, , INC 14.00 a 0.00c 3.00b 0.00c 240b 0.00c 16,8
Rhizopus stolonifer
Ctr (%) 100 89 100 94 100

Test — testemunha; (MGSS B274) — B. amyloliquefaciens; (MGSS B271, MGSS B272, MGSS B273)
— B. methylotrophicus; (MGSS B275) — B. thuringiensis; Ctr (%) — percentual de controle. CV (%) —
Coeficiente de variacdo. *Colunas de diferentes tratamentos, seguidas da mesma letra, ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5 % de probabilidade.

Os isolados MGSS B273 e o isolados MGSS B274 ¢ MGSS B273, esta

MGSS B274 apresentaram os melhores
resultados, controlando 100 % todos os
fitopatdgenos associados as sementes de
alface, para ambas cultivares testadas
(Tabela 3 e 4). Dentre os fatores que
justificam o 6timo desempenho dos

o fato das espécies B. amyloliquefaciens e
B.  methylotrophicus produzirem uma
variedade de antibidticos lipopeptideos,
sendo os principais a surfactina, a iturina e
a fengicina, considerados os principais
compostos que conferem capacidade de



biocontrole de fitopatogenos
(ARGUELLES-ARIAS et al, 2009;
FRIKHA-GARGOURI et al., 2017).

Bacillus amyloliquefaciens e B.
methylotrophicus sdo consideradas
eficientes colonizadores de diferentes
habitats, devido a sua capacidade de
formar endosporos, que sdo estruturas de
resisténcia que conferem as bactérias a
capacidade de crescer em uma ampla gama
de temperatura, produzir antibidticos que
inibem o crescimento de fitopatogenos,
além atuarem como promotores de
crescimento de plantas (RIOS-VELASCO
et al., 2016).

A microbiolizagcdao de sementes de
feijdo (Phaseolus vulgaris L.) com B.
amyloliquefaciens foi capaz de inibir o
desenvolvimento dos fungos
fitopatogénicos: Sclerotium rolfsii Sacc,
Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary,
Rhizoctonia solani Kuhn, Fusarium solani,
Aspergillus  spp.,  Fusarium  spp.,
Cladosporium  spp., Rizhopus spp. €
Penicillium spp. (TORRES et al., 2017).
Além do controle de fitopatogenos,
Silveira et al. (2004) relataram que houve
um incremento de 41,6 % da massa seca
total da planta, ao microbiolizar sementes
de pepino com B. amyloliquefaciens.

Dourado et al. (2020) observaram
que a microbiolizagdo de sementes de
pimentdo (Capsicum annum L.) com B.
methylotrophicus controlou 100 % todos
os fungos fitopatogénicos associados as
sementes. Shan et al. (2013) verificaram
que B. methylotrophicus provoca a inibi¢ao
do crescimento de numerosos fungos
fitopatogénicos in vitro, e identificaram
acido phenaminomethylacetic como a
substancia em B. methylotrophicus que ¢
responsavel pela inibicdo de fungos
fitopatogénicos.

O sequenciamento do genoma de
um isolado de B. amyloliquefaciens
(FZB42), revelou que quase 10 % do
genoma ¢ responsavel pela sintese de
metabolitos antimicrobianos, como a
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producdo de lipopetideos e policetideos
com atividade antifingica, antibacteriana e
nematicida. Os lipopeptideos ciclicos
produzidos foram surfactina, bacilomicina,
fengicina e o sider6foro bacilibactina
(CHEN et al., 2009).

Concentragdes  subletais  de
lipopeptideos ciclicos e volateis
produzidos por Bacillius spp. associados a
plantas desencadeiam vias de resisténcia
sistémica induzida (ISR), que protegem as
plantas contra ataques de fungos, bacterias,
virus e nematodies. A estimulagdo de ISR
por metabolitos bacterianos ¢
provavelmente o principal mecanismo
responsavel pela a¢ao de biocontrole do B.
amyloliquefaciens FZB42
(CHOWDHURY et al., 2015).

O género Bacillus possui grande
potencial biotecnolédgico, sendo empregado
na producdo de antibidticos, enzimas e
outros metabolitos de interesse para
diversos setores da industria, dentre eles o
setor agricola (MADIGAN et al., 2016).
As espécies desse género t€m ocorréncia
cosmopolita e sdo encontradas em diversos
tipos de substratos como solo, superficie
de plantas, rizosfera, graos armazenados,
insetos mortos, dentre outros
(MONNERAT et al., 2020).

Umas das vantagens do emprego
de Bacillus spp. como agente de controle
biologico ¢ a sua especificidade aos
organismos susceptiveis, o efeito nao
poluente ao meio ambiente, sua inocuidade
aos animais e auséncia de toxicidade nas
plantas (WHITELEY; SCHNEPF, 1986).
Por esta razdo, as bactérias do género
Bacillus estdo entre as mais utilizadas no
controle biologico, com diversos produtos
comerciais registrados.

Diante destes resultados, fica
evidente a necessidade de submeter as
sementes a tratamentos que visem garantir
a sua qualidade sanitaria, e
consequentemente evitar que a futura
planta seja uma fonte de inoculo,
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provocando a disseminagdo de fitopatogenos para o restante da lavoura.
CONCLUSOES
A microbiolizagdo de sementes fitopatogénicos transmissiveis por
com isolados de Bacillus spp. ¢ um método sementes de alface.

promissor no controle de fungos
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