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RESUMO GERAL

SANTOS, Bruna Hanielle Carneiro dos. Bactérias de diferentes nichos no controle do
complexo Fusarium spp x Meloidogyne e na produtividade da bananeira. 2019. 87 p.
Tese (Doutorado em Producdo Vegetal no Semiarido) - Universidade Estadual de Montes
Claros, Janatba, MG™.

Com o objetivo de estudar a bioaumentacdo de antagonistas na rizosfera de bananeira como
estratégia de manejo do complexo Fusarium x nematoide, foram realizados trés experimentos.
Inicialmente, avaliou-se épocas de inoculacdo de bactérias no controle de F. oxysporum f. sp.
cubense e de M. javanica em mudas micropropagadas de bananeira ‘Prata-And’. O
experimento foi conduzido em casa de vegetagdo em esquema fatorial 2 x 12 + 3, sendo: duas
épocas de aplicacdo dos agentes de biocontrole, durante o periodo de aclimatacdo (Epoca 1) e
ap6s plantio em vasos (Epoca 2); 12 isolados bacterianos; e trés tratamentos adicionais: 1)
mudas inoculadas com foc; 2) mudas inoculadas com foc + produto biolégico comercial a
base de Trichoderma asperellum e 3) testemunha absoluta sem inoculagdo de patdgeno e
agentes bacterianos. Para 0 ensaio no controle de M. javanica os tratamentos adicionais
constituiram de: 1) mudas inoculadas com M. javanica; 2) mudas inoculadas M. javanica +
produto biolégico comercial a base de Bacillus metlylotrophicus) e 3) testemunha absoluta
sem inoculacéo de patdgeno e isolados bacterianos. No 2° experimento, foi avaliado a reagdo
das variedades Prata-And e Macad ao nematoide M. javanica (Mj) e ao fungo F. oxysporum f.
sp. cubense (foc), e as interacOes entre eles e o efeito de Bacillus sp na reproducédo do
nematoide e na severidade da murcha de Fusarium. O experimento foi conduzido em casa de
vegetacdo em delineamento inteiramente casualizados (DIC), com sete repetiches em
esquema fatorial de 2 x 7 sendo: duas variedade de banana Prata-And e Maca, e sete
tratamentos: 1) Testemunha absoluta (sem patégeno e agente de biocontrole); 2) mudas
inoculadas com foc e nematoide mais o agente de biocontrole (Bacillus sp. E-09); 3) mudas
inoculadas com foc e nematoide sem o agente de biocontrole; 4) mudas inoculadas com foc e
0 agente de biocontrole (Bacillus sp. E-09); 5) mudas inoculadas com foc sem o agente de
biocontrole; 6) mudas inoculadas com Mj e o agente de biocontrole (Bacillus sp. E-09); 7)
mudas inoculadas com Mj sem o agente de biocontrole. No 3° experimento, foi avaliado a
formulacdo de Bacillus sp. em arroz, como inoculante na cultura da banana visando a
promocdo de crescimento. O experimento foi conduzido em uma area de cultivo comercial de
bananeira, na cidade de Nova Porteirinha — MG, no periodo de setembro de 2017 a dezembro
de 2018. O delineamento experimental foi em blocos casualizado em esquema fatorial 2 x 4,
os tratamentos consistiram de duas variedades de banana Macé e Prata-Ana e aplicacdo de
trés formulacdes com espécies de microrganismos e a testemunha absoluta. As épocas de
aplicacdo dos isolados bacterianos interferem no controle da murcha de Fusarium e M.
javanica em mudas micropropagadas de bananeira ‘Prata-Ana’. Os isolados B. subtilis (R-34),
Bacillus sp. (R-76), Bacillus sp. (E-07), B. pumilus (E-09) e Bacillus sp. (E-13) reduzem o
indice de gravidade da doenca quando aplicados ap6s o plantio das mudas de bananeira
‘Prata-And’. Os isolados B. subtilis (R-34), B. subtilis (R-42), Bacillus sp (R-76) e B. pumilus
(E-09) reduzem a capacidade reprodutiva de M. javanica, quando inoculados na aclimatacéo e
apos o plantio de mudas de bananeira ‘Prata And’ em vasos (Experimento 1). A presenca

’Comité de Orientacdo: Prof®. DSc. Adelica Aparecida Xavie — UNIMONTES (Orientadora); Prof®. DSc.
Regina Céassia Ferreira Ribeiro (Coorientadora).



simultanea de M. javanica e foc sem a inoculacdo de Bacillus sp. aumenta a reproducdo de
nematoides e a severidade da murcha de Fusarium. A presenca do isolado Bacillus sp. reduz a
reproducdo de nematoides e severidade de murcha de Fusarium. O isolado Bacillus sp. E-09
apresenta potencial para o tratamento de mudas de bananeira visando o controle de M.
javanica e da murcha de Fusarium (Experimento 2). O nimero de frutos por penca, massa do
cacho, massa da penca, massa do engaco e o diametro do fruto de bananeira foram
significativamente influenciados pelo uso dos produtos bioldgicos, principalmente os
contendo espécies de Bacillus spp. Nas condi¢BGes de campo testada Bacillus sp. (E-09) se
mantém até 180 dias na formulacdo a base de arroz e aumenta numero de frutos por penca,
massa do cacho e o didmetro do fruto em bananeira; T. asperellum aumenta a produtividade
de banana ‘Maca’ (Experimento 3).

Palavras-chave: Bactérias promotoras do crescimento em plantas (BPCP), Controle
bioldgico, Musa spp.



GENERAL ABSTRACT

SANTOS, Bruna Hanielle Carneiro dos. 2019. Bacteria of different niches in the control of
the complex Fusarium spp x Meloidogyne and banana productivity. 87 p. Thesis
(Doctor’s Degree in Plant Production in Semi-Arid) - Universidade Estadual de Montes
Claros, Janatba, MG2.

Aiming to study the bioaumentation of antagonists in the banana rhizosphere as a
management strategy of the Fusarium x nematoid complex, three experiments were carried
out. In the 1° experiment, inoculation times of bacteria were evaluated in the control of F.
oxysporum f. sp. cubense and M. javanica on micropropagated seedlings of ‘Prata-Anad’
banana tree. The experiment was conducted in a greenhouse under a 2 x 12 + 3 factorial
scheme, being: two application times of the biocontrol agents during the acclimatization
period (Season 1) and after planting in pots (Season 2); 12 bacterial isolates; and three
additional treatments: 1) inoculated seedlings with foc; 2) seedlings inoculated with foc +
commercial biological product based on Trichoderma asperellum and 3) absolute control
without inoculation of pathogen and bacterial agents. For the control trial of M. javanica the
additional treatments consisted of: 1) seedlings inoculated with M. javanica; 2) inoculated
seedlings M. javanica + commercial biological product based on Bacillus metlylotrophicus)
and 3) absolute control without inoculation of pathogen and bacterial isolates. In the 2°.
experiment, the reaction of the varieties ‘Prata-And and Maca’ was evaluated to the nematode
M. javanica (Mj) and the fungus F. oxysporum f. sp. cubense (foc), and the interactions
between them and the effect of Bacillus sp on nematode reproduction and on the severity of
Fusarium wilt. The experiment was conducted in a completely randomized design with seven
replications in a 2 x 7 factorial scheme: two varieties of ‘Prata-And and Maca’ banana, and
seven treatments: 1) Absolute Witness (without pathogen and biocontrol agent); 2) seedlings
inoculated with foc and nematoid plus the biocontrol agent (Bacillus sp. E-09); 3) seedlings
inoculated with foc and nematoid without the biocontrol agent; 4) seed inoculated with foc
and the biocontrol agent (Bacillus sp. E-09); 5) seedlings inoculated with foc without the
biocontrol agent; 6) seedlings inoculated with Mj and the biocontrol agent (Bacillus sp. E-09);
7) seedlings inoculated with Mj without the biocontrol agent. In the 3° experiment, the
formulation of Bacillus sp. in rice, as an inoculant in banana cultivation aimed at promoting
growth. The experiment was carried out in a commercial banana growing area, in the city of
Nova Porteirinha - MG, from September 2017 to December 2018. The experimental design
was a randomized block design in a 2 x 4 factorial scheme, treatments consisted of two
banana varieties Macé and Prata-And and application of three formulations with species of
microorganisms and the absolute control. The application times of the bacterial isolates
interfere in the control of the wilt of Fusarium and M. javanica in micropropagated banana
seedlings ‘Prata-Ana’. The isolates B. subtilis (R-34), Bacillus sp. (R-76), Bacillus sp. (E-07),
B. pumilus (E-09) and Bacillus sp. (R-34), B. subtilis (R-42), Bacillus sp. (E-13) is a severity
of the Fusarium wilt when submitted to the planting of ‘Prata-An&’ banana seedlings. The
isolates B. subtilis (R-34), B. subtilis (R-42), Bacillus sp (R-76) and B. pumilus (E-09) a
reproductive capacity of M. javanica, when inoculated in aclimatization and after the planting
of ‘Prata And’ banana seedlings in pots (Experiment 1). The simultaneous presence of M.
javanica and foc without the inoculation of Bacillus sp. increases nematode reproduction and

2 Comité de Orientacdo: Prof®. DSc. Adelica Aparecida Xavier — UNIMONTES (Orientadora); Prof®. DSc.
Regina Céassia Ferreira Ribeiro (Coorientadora).
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the severity of Fusarium wilt. The presence of Bacillus sp. reduces nematode reproduction
and Fusarium wilt severity. The isolate Bacillus sp. Epi 09 presents potential for the treatment
of banana tree seedlings for control of M. javanica and Fusarium wilt (Experiment 2). The
number of fruits per shoot, shoot mass, shoot mass, shoot mass and diameter of the banana
fruit were significantly influenced by the use of biological products, especially those
containing Bacillus spp. Under field conditions tested Bacillus sp. (E-09) is maintained up to
180 days in the formulation based on rice and increases number of fruits per penca, mass of
the bunch and the diameter of the fruit in banana tree; T. asperellum increases productivity of
‘Maca’ banana tree (Experiment 3).

Keywords: Biological control, Growth-promoting bacteria in plants (GPBP), Musa spp.
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INTRODUCAO GERAL

A cultura da banana é cultivada em todo o territdrio brasileiro, destacando as regides
Nordeste e Sudeste, onde juntas respondem por 64 % da producédo nacional (IBGE, 2017). O
estado de Minas Gerais, terceiro maior produtor nacional e a regido Norte de Minas Gerais
vem se destacando como um grande pélo fruticola do Brasil, tendo a cultura da banana como
a sua principal atividade agricola. Nessa regido, a bananeira encontra condicGes
edafoclimaticas favoraveis para uma elevada produtividade, com frutos de boa qualidade.
Além disso, a cultura exerce importante papel socioecondmico para a regido, pois movimenta
a economia e gera empregos diretos e indiretos, além de representar importante fonte de renda
para pequenos e grandes agricultores (SALOMAO et al., 2016).

Durante todo o seu ciclo vegetativo e produtivo, a cultura da banana é afetada por
diversos problemas fitossanitarios, causados por fungos, bactérias, virus e nematoides. Dentre
estes, a murcha de Fusarium causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. cubense (foc) e
os nematoides das galhas Meloidogyne spp. assumem importancia significativa, devido as
perdas causadas aos bananais (PLOETZ, 2015). Esses patdgenos possuem a capacidade de
sobreviver por longos periodos no solo sem a presenca de seu hospedeiro principal, o que
dificulta a ado¢do de métodos de controle eficientes.

O estabelecimento do fungo F. oxysporum f. sp. cubense ocorre via sistema radicular,
principalmente nas raizes secundarias, e a doenca pode ser disseminada de diversas formas
(L1etal., 2013; CORDEIRO et al. 1993).

As plantas infectadas apresentam uma série de sintomas externos e internos. Os
sintomas na parte externa da planta se caracterizam por um amarelecimento progressivo das
folhas mais velhas evoluindo para as mais novas, iniciando pelos bordos do limbo foliar em
direcdo a nervura central. Com o progresso da doenca, as folhas murcham, secam e quebram
junto ao pseudocaule ficando pendentes, dando a planta uma aparéncia de “guarda-chuva
fechado” (BORGES e SOUZA, 2004; FERNANDES, 2006). Internamente ¢ possivel
observar necrose pardo-avermelhada do sistema vascular das raizes, rizoma, pseudocaule e
peciolo das folhas, provocada pela presenga do patdégeno nos vasos (ALVES, 1999;
CORDEIRO, 2000).

A murcha de Fusarium é agravada pela presenca de nematoides. Estes causam
ferimentos nas raizes que facilitam a penetracdo do fungo (CORDEIRO e MATOS, 2000). O
principal sintoma causado por Meloidogyne spp. na bananeira é a formacdo de galhas

radiculares. Estas consistem no engrossamento das raizes, devido a hipertrofia e hiperplasia
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celular do cilindro vascular. Outros sintomas s&o a rachadura, paralisagédo do crescimento da
ponta da raiz, necrose e reducdo do sistema radicular, e sintomas reflexos na parte aérea. Os
danos causados na bananeira sdo diretamente proporcionais a densidade das populacgdes e alta
infestacdo causa reducdo de perfilhamentos, diminuicdo do tamanho e do peso dos frutos,
além de atrasar a maturacéo dos cachos (COSTA, 2000).

Vérias medidas sdo utilizadas na prevencdo e manejo de foc e fitonematoides, como
controle quimico, adubacdo equilibrada, conducdo adequada do bananal e utilizacdo de
cultivares resistentes. Esta Gltima medida é a mais eficiente, entretanto para nematoides nem
sempre e possivel, apesar de haver variedades descritas como resistentes, a variabilidade das
populacbes no campo tem se mostrado um problema na adogdo desta técnica com seguranga.
No caso da murcha de Fusarium, as variedades disponiveis ainda possuem restricbes de
mercado, o que desestimula seu plantio em regides afetadas pela doenca (VENTURA e HINZ,
2002).

O controle biolégico é uma estratégia que tem ganhado espaco dentro do sistema de
manejo desta doenca e a pesquisa tem buscado conhecimento no sentido de conhecer e
selecionar microrganismos eficientes para ser utilizados. As bactérias promotoras de
crescimento de plantas (BPCP) ou rizobactérias constituem um grupo de bactérias benéficas
gue, em associacdo com as raizes, podem estimular e promover o crescimento vegetal.

Essa interacdo entre plantas e microrganismos pode estimular o crescimento das
culturas, devido ao aumento da disponibilidade de nutrientes como o fésforo (KUMAR et al.,
2015) e ferro (GHOSH et al., 2015), fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN) (SAAVEDRA et
al., 2017) e producdo de fitormdnios principalmente auxinas, citocininas, etileno e giberelinas
(NGHIA et al., 2017). O maior crescimento das plantas pode ocorrer ainda por meio de
mecanismos indiretos, como o controle de fungos e nematoides (TIAN et al.,, 2007;
MACHADO et al., 2012).

Pesquisas em todo mundo tém sido realizadas com rizobactérias, principlamente do
género Bacillus spp., visando sua utilizacdo como biofertilizante no crescimento de plantas
(BASHAN et al., 2015; TORRES et al., 2017) e como produtos bioldgicos de controle de
fitopatdégenos (GHOSH et al., 2015; TORRES et al., 2017).

Na literatura, ha varios relatos de diferentes espécies de Bacillus sp. no controle de
espécies de Meloidogyne spp. (DAWAR et al., 2008; ARAUJO e MARCHESI, 2009;
FERNANDES et al., 2014; LEE e KIM, 2015; CHINEYE et al., 2017). De acordo com
Ludwig et al. (2013), o controle de nematoides pode ser explicado pela acéo direta dessas
bactérias sobre a populacdo do nematoide, atraves da producdo de antibidticos e metabdlitos
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toxicos, ou pela agdo indireta através da modificacdo de exsudatos radiculares, afetando o
desenvolvimento de cada estagio do ciclo de vida do nematoide.

Patel et al. (2011) estudaram a acao de alguns compostos secundarios produzidos por
Bacillus sp. sobre a permeabilidade da membrana fungica e concluiram que alguns destes
compostos secundarios promovem a abertura de poros na membrana, acarretando em
extravasamento do contedo celular de suas hifas. Resultados semelhantes foram observados
nas hifas de F. oxysporum (MONTALVAO, 2016).

Heidarzadeh e Baghaee-Ravari (2015), trabalhando com B. pumilus no controle
biolégico da mucha de fusarium em tomateiro, comprovaram que a bactéria coloniza e
sobrevive na rizosfera das plantas de tomate formando biofilme, produzem auxinas e
sideroforos, contribuindo com a reducéo da incidéncia da doenca.

Atualmente existem no mercado varios produtos a base de Bacillus spp utilizados no
controle bioldgico como: Kodiak® (B. subtilis GB03), Taegro®Eco (B. amyloliquefaciens)
para Fusarium spp e Onix® (B. methylotrophicus); Rizos® (B. subtilis); NemaControl® (B.
amyloliquefaciens); Quartzo (B. subitlis e B. licheniformis) e Nematel® (B. subtilis) para
nematoides (MONTALVAO, 2016).

Para o éxito do controle bioldgico € importante conhecer 0 momento ou época
favoravel para aplicacdo dos agentes de biocontrole na estratégia da utilizacdo desses
microrganismos na agricultura. Com isso, sera possivel a colonizacdo da rizosfera e de
tecidos, garantindo maior producdo de antibidticos e metabdlitos contra patdgenos,
principalmente os de solo (LOPES et al., 2018).

Neste sentido, diversos géneros de bactérias a exemplo de Bacillus sp. e Pseudomonas
sp. vém sendo estudados quanto a capacidade de promocédo de crescimento e de biocontrole
de Fusarium e nematoides (FREITAS e PIZZINATTO, 1991; FREITAS e VILDOSO, 2004,
WELLER, 2007). Vérias bactérias tém sido isoladas da rizosfera de bananeira e tem
apresentado potencial no controle de nematoides das galhas e foc em bananeira (RIBEIRO et
al.,, 2012; LOPES et al., 2018). Além de outras fungdes como solubilizadoras de fosfato,
produtoras de AlA, sideroforos e de enzimas liticas como lipase, quitinase e protease (SILVA,
2018).

Devido aos seus beneficios, os estudos com Bactérias promotoras de crescimento de
plantas visam a possibilidade da sua aplicagdo em ambientes agricolas, trazendo ganhos
adicionais ao desenvolvimento das plantas, como o menor uso de fertilizantes e o
favorecimento na convivéncia com importantes patdgenos, colaborando para um sistema
agricola mais sustentavél com intuito de futuras formulacGes de produtos, como inoculantes
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comerciais. No entanto, o pontecial dessas bacterias precisa ser melhor avaliado para sustentar
futuras adocBes de novas préticas agricolas.
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CAPITULO I
EPOCAS DE APLICACAO DE BACTERIAS NO CONTROLE DE Fusarium
oxysporum f. sp. cubense E Meloidogyne javanica EM MUDAS DE BANANEIRA
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RESUMO

SANTOS, Bruna Hanielle Carneiro dos. Epocas de aplicacdo de bactérias no controle de
Fusarium oxysporum f. sp. cubense e Meloidogyne javanica em mudas de bananeira.
2019. 87 p. Tese (Doutorado em Producéo Vegetal no Semiarido) - Universidade Estadual de
Montes Claros, Janatiba, MG®.

O objetivo deste trabalho foi avaliar épocas de inoculacdo de bactérias no controle de F.
oxysporum f. sp. cubense e M. javanica em mudas micropropagadas de bananeira ‘Prata-
And’. Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo em esquema fatorial 2 x 12 +
3, sendo: duas épocas de aplicacdo dos agentes de biocontrole, durante o periodo de
aclimatacdo (Epoca 1) e ap6s plantio em vasos (Epoca 2); 12 isolados bacterianos; e trés
tratamentos adicionais: 1) mudas inoculadas com foc; 2) mudas inoculadas com foc + produto
biolégico comercial a base de Trichoderma asperellum e 3) testemunha absoluta sem
inoculacdo de patdgeno e agentes bacterianos. Para o ensaio no controle de M. javanica 0s
tratamentos adicionais constituiram de: 1) mudas inoculadas com M. javanica; 2) mudas
inoculadas M. javanica + produto biol6gico comercial a base de Bacillus metlylotrophicus) e
3) testemunha absoluta sem inoculacdo de patdgeno e isolados bacterianos. Foram
mensuradas a severidade da murcha de Fusarium e variaveis nematologicas. Os resultados
foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste Scott-Knott. Os
tratamentos pareados foram comparados as testemunhas pelo teste de Dunnett. Houve
interacdo significativa entre as épocas de inoculacdo x isolados bacterianos para as variaveis:
lesGes no pseudocaule avaliadas de acordo com escala de notas, nimero de galhas, nimero de
massas de ovos e nimero de J2/100 cm® de solo. As épocas de aplicacdo dos isolados
bacterianos interferem no controle da murcha de Fusarium e M. javanica em mudas
micropropagadas de bananeira ‘Prata-And’. Os isolados B. subtilis (R-34), Bacillus sp. (R-
76), Bacillus sp. (E-07), B. pumilus (E-09) e Bacillus sp. (E-13) reduzem o indice de
gravidade da doenca quando aplicados apés o plantio das mudas de bananeira ‘Prata-And’.Os
isolados B. subtilis (R-34), B. subtilis (R-42), Bacillus sp. (R-76) e B. pumilus (E-09) reduzem
a capacidade reprodutiva de M. javanica, quando inoculados na aclimatacdo e apds o plantio
de mudas de bananeira ‘Prata-And’ em vasos.

Palavras-chave: Bacillus sp., Mal do Panama, Musa sp., Nematoide das galhas.

’Comité de Orientacdo: Prof®. DSc. Adelica Aparecida Xavier — UNIMONTES (Orientadora); Prof®. DSc.
Regina Céassia Ferreira Ribeiro (Coorientadora).
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ABSTRACT

SANTOS, Bruna Hanielle Carneiro dos. Times of application of bacteria in the control of
Fusarium oxysporum f. sp. cubense and Meloidogyne javanica in banana tree seedlings
2019. 87 p. Thesis (Doctor’s degree in Plant Production in the Semi-Arid) - Universidade
Estadual de Montes Claros, Janatba, MG*.

The aim of this study was to evaluate the inoculation times of bacteria in the control of F.
oxysporum f. sp. cubense and M. javanica in micropropagated seedlings of ‘Prata-Ana’
banana tree. The experiments were conducted in a greenhouse in a 2 x 12 + 3 factorial
scheme, being: two application times of the biocontrol agents: during the acclimatization
period (Season 1) and after planting in pots (Season 2); 12 bacterial isolates; and three
additional treatments: 1) inoculated seedlings with foc; 2) seedlings inoculated with foc +
commercial biological product based on Trichoderma asperellum and 3) absolute control
without inoculation of pathogen and bacterial agents. For the control trial of M. javanica the
additional treatments consisted of: 1) seedlings inoculated with M. javanica; 2) inoculated
seedlings M. javanica + commercial biological product based on Bacillus metlylotrophicus)
and 3) absolute control without inoculation of pathogen and bacterial isolates. The severity of
Fusarium wilt and nematological variables were measured. The results were submitted to
analysis of variance by the Scott-Knott test and the controls compared by the Dunnett test.
There was a significant interaction between inoculation times and bacterial isolates for the
following variables: pseudocaule lesions evaluated according to grading scale, number of
galls, number of egg mass and number of J2/100 cm® of soil. The application times of the
bacterial isolates interfere in the control of Fusarium and M. javanica wilt in micropropagated
seedlings of ‘Prata-And’ banana. The isolates B. subtilis (R-34), Bacillus sp. (R-76), Bacillus
sp. (E-07), B. pumilus (E-09) and Bacillus sp. (R-34), B. subtilis (R-42), Bacillus sp. (E-13)
reduced the severity of Fusarium wilt when applied after planting of ‘Prata-Ana’ banana. The
isolates B. subtilis (R-34), B. subtilis (R-42), Bacillus sp. (R-76) and B. pumilus (E-09) reduce
the reproductive capacity of M. javanica when inoculated in acclimatization and after planting
of ‘Prata-Ana’ banana seedlings in pots.

Keywords: Bacillus sp., Musa sp., Panama disease, Root-knot nematode.

2 Guidance Committee: Prof’. DSc. Adelica Aparecida Xavier — UNIMONTES (Advisor); Prof®. DSc. Regina
Cassia Ferreira Ribeiro (Co-adviser).
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INTRODUCAO

Durante o cultivo da bananeira, a incidéncia de doencas apresenta reflexos negativos
tanto na reducdo da qualidade quanto na produtividade da cultura. Os fitopatégenos que
habitam o solo apresentam maior complexidade no seu manejo. Dentre eles, destaca-se o
fungo Fusarium oxysporum f. sp. cubense (foc) causador da murcha de Fusarium. Esta
doenca € considerada uma das mais destrutivas, provocando perdas elevadas, e é fator
limitante ao cultivo de diversas variedades apreciadas pelo mercado, como a banana ‘Mac&’
que é altamente suscetivel (CORDEIRO et al., 2004).

A doenca pode ser agravada pela presenca de nematoides como Meloidogyne, mais
frequente nas principais regides produtoras de banana no norte de Minas Gerais. Este
nematoide promove ferimentos nas raizes o que facilita a entrada de foc (DINESH et al.,
2014; ALMEIDA et al.,, 2018; ROCHA et al., 2018). Em diversos patossistemas, a
associacdo do complexo nematoide x Fusarium no sistema radicular aumenta a severidade
dos dois fitopatogenos na planta (BACK et al., 2002). Em bananeira, este efeito foi descrito
por Rocha et al. (2018). A manifestacdo da murcha de Fusarium normalmente é observada
quando o dano no sistema radicular e rizoma ja é severo e reduz a possibilidade de controle na
planta. As medidas de convivéncia com a doenca sdo essenciais ja que os fitopatdogenos sdo
habitantes do solo e podem permanecer no solo por muitos anos.

Dentre as medidas de controle, o controle bioldgico se destaca como promissora por
ndo afetar negativamente o ambiente. Existe também a possibilidade de explorar novos
mecanismos de protecdo de plantas associados a certos microrganismos. Destes mecanismos,
cita-se a producdo de enzimas liticas e metabdlitos que interferem no processo de
reconhecimento da planta hospedeira e a inducgdo de resisténcia. Além disso, podem favorecer
0 desenvolvimento da planta (SIDDIQUI e MAHMOOD, 1999; TIAN et al., 2007).

Os agentes de controle biolégico mais estudados sdo os fungos Pochonia
chlamydosporia e Trichoderma sp. (BETTIOL et al., 2008), as rizobactérias (LOPES et al.,
2018) e as bactérias endofiticas (CARDOSO et al., 2012). Muitos destes microrganismos tém
sido utilizados em formulagdes com a intencdo de melhorar o desempenho de mudas no
campo, podendo ser empregadas para o incremento da producédo agricola como promotoras do
crescimento de plantas e como agentes de biocontrole de doencas.

Dentre os diversos géneros de bactérias se destaca o género Bacillus spp., em funcéo

do grande numero de metabolitos bioativos produzidos, com atividade bactericida, fungicida e
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nematicida (LUZ, 1996). Estas bactérias também tém capacidade de colonizar e estabelecer
interacbes com raizes atraves da formacdo de biofilmes (ALLARD-MASSICOTTE et al.,
2016). Em sistemas naturais o biofilme ndo sO fortalece a interacdo entre plantas e as
rizobactérias promotoras de crescimento como também auxilia ha competi¢cdo contra micro-
organismos deletérios. Além disso, fornece ao sistema radicular uma barreira protetiva contra
0 ataque de organismos patogénicos (GUO et al., 2015). Esses efeitos sdo desejaveis quando
se utiliza um agente de biocontrole.

O efeito benéfico dessas bactérias tem sido estudado em varias culturas, podendo atuar
tanto na fase de cultivo in vitro quanto na fase de aclimatagdo proporcionando maior vigor e
adaptacdo das mudas ap6s o transplantio (NOWAK, 1998).

Entretanto, para que ocorram todos os beneficios proporcionados pelas rizobactérias,
estas devem colonizar o sistema radicular das plantas com as quais estabelecem uma
associacdo (SILVA et al., 2003).

Além disso, segundo Weller (1988), para que uma rizobactéria seja colonizadora
eficiente, quando introduzida, deve ser capaz de se espalhar ao longo da raiz em condicdes
naturais de solo, multiplicar-se e sobreviver por diversas semanas na presenca de competicdo
com a microbiota nativa.

Assim, o momento da inoculacdo pode influenciar o estabelecimento de unidades
formadoras de coldnias bacterianas na rizosfera, a colonizacdo e a competicdo com a
microflora fitopatogénica e/ou autoctone (SIDDIQUI e MAHMOOD, 1999).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar épocas de aplicacdo de isolados
bacterianos no controle de F. oxysporum f. sp. cubense e M. javanica em mudas

micropropagadas de bananeira ‘Prata-Ana’.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliados 12 isolados de bactérias sendo quatro epifiticas de Nim: Bacillus sp.
(E-07), Bacillus pumilus (E-09), Bacillus sp. (E-13), Bacillus sp. (E-14); duas de extrato
fermentado de nim: Methylobacterium sp. (N-03), Bacillus amyloliquefaciens (N-13) e seis de
rizosfera (R) obtidas de bananeira ‘Prata-An&’ de plantios de Janauba, norte de Minas Gerais:
Bacillus cereus (R-18), Bacillus subtilis (R-34), B. amyloliquefaciens (R-41), B. subtilis (R-
42), Lysinibacillus sphaericus (R-73), Bacillus sp. (R-76). Estes isolados foram previamente
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selecionados com capacidade de redugdo no desenvolvimento de foc e de M. javanica em
estudos in vitro previamente realizados (RIBEIRO et al., 2012).

Para realizacdo dos testes, os isolados bacterianos foram cultivados em placas de Petri
contendo meio Trypic Soy Agar (TSA) e incubadas a 28 °C, por 48 horas. Apds este periodo,
em camara de fluxo as células bacterianas foram suspensas em solugdo salina estéril (NaCl) a
0,85%, com auxilio de alca de Drigalski. A suspensdo obtida foi agitada e calibrada em
espectrofotdmetro para densidade ética OD s4 = 1,0 de absorbancia e concentracio de 10°
UFC/mL. Esta quantificacdo foi determinada pela contagem da concentracdo de bactérias,
pelo método de diluicdo seriada. Para isso, diluicbes sucessivas até 10° foram feitas e
aliquotas de 0,2 mL foram plaqueadas em placas de Petri contendo meio Trypic Soy Agar
(TSA). Apos 24 horas do plaqueamento, realizou-se a contagem de unidades formadoras de
coldnia (UFCs) (VIEIRA e NAHAS, 2005).

O indculo de foc utilizado foi o isolado 106 da micoteca do laboratério de
Fitopatologia do departamento de Ciéncias Agrarias da UNIMONTES, considerado o isolado
mais agressivo a bananeira, dos presentes na micoteca. O isolado foi repicado em meio de
cultura batata dextrose agar (BDA) e mantido a 25 °C em incubadora BOD no escuro por sete
dias. Apds esse periodo, adicionou-se 40 mL de agua destilada e esterilizada as placas de Petri
e, com o auxilio de um pincel, os conidios foram desagregados. A suspensdo foi filtrada em
uma gaze esterilizada e a concentracéo de esporos calibrada em hemacitdmetro para 5 x10°
esporos/mL.

O indculo de M. javanica foi obtido de uma populacéo pura, mantida em tomateiros
cultivar Kada, em vasos contendo solo arenoso previamente autoclavado 121°C/50 minutos
por trés dias consecutivos. Os ovos de M. javanica foram extraidos das raizes de tomateiros,
conforme a técnica de Hussey e Barker (1973), modificada por Bonetti e Ferraz (1981) e
calibrados em microscopio de objetiva invertida para 3.000 ovos/mL.

Os experimentos para as avaliacbes de eficiéncia dos agentes de biocontrole no

manejo de foc e de M. javanica foram realizados em dois ensaios separadamente.

Biocontrole de foc por bactérias aplicadas durante a aclimatacdo e apds o plantio de

mudas micropropagadas de bananeira ‘Prata-Ana’.

O experimento foi instalado em casa de vegetacdo do Laboratorio de Fitopatologia da
Universidade Estadual de Montes Claros — UNIMONTES, em esquema fatorial 2 x 12 + 3

sendo: duas épocas de aplicacdo dos agentes de biocontrole: durante o periodo de aclimatacao
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(Epoca 1) e apos plantio em vasos (Epoca 2), 12 isolados bacterianos e trés tratamentos
adicionais: 1) mudas inoculadas com foc; 2) mudas inoculadas com foc + produto biol6gico
comercial a base de Trichoderma asperellum e 3) testemunha absoluta sem inoculacdo de foc
e agentes bacterianos.

Considerou-se como Epoca 1, a aplicacdo das bactérias ao substrato no entorno das
mudas trés vezes durante a aclimatacio das mudas e Epoca 2, a aplicacdo das bactérias ao
solo no entorno das mudas apds a fase de aclimatacdo em vasos, trés vezes durante a
conducéo das plantas em casa de vegetacéo.

Mudas micropropagadas de bananeira ‘Prata-And’ ap6s a fase de enraizamento in
vitro, quando apresentavam pelo menos trés folhas langadas, foram plantadas em tubetes
contendo substrato de enraizamento Bioplant®. As mudas permaneceram em tubetes por 15
dias em estufa de aclimatacdo. Apos esse periodo, foram transferidas para sacos plasticos
(8x15cm) com capacidade de 0,5 litros, contendo o mesmo substrato de enraizamento
Bioplant®, onde permaneceram por mais 15 dias. Aos 30 dias de aclimatagdo, um volume de
10 mL das suspensdes bacterianas dos isolados avaliados foi aplicado ao substrato na base do
pseudocaule. Os controles receberam uma solucdo de 10 mL de agua esterilizada. Foram
realizadas trés aplicacbes no periodo de 30 dias, a intervalos de 15 dias. As aplicacdes
realizadas em estufa de aclimatagdo foram consideradas como Epoca 1.

Aos 60 dias, apds a fase de aclimatacao, as mudas foram transplantadas para vasos de
3,0 litros de capacidade contendo solo arenoso Neossolo fulvico (argila: 5 dag/kg, areia: 84,5
dag/kg, silte: 10,5 dag/kg, pH: 6,4), previamente autoclavado a 121°C/60 min durante trés
dias consecutivos.

Uma semana ap0s o transplantio das mudas, aplicou-se 50 mL da suspenséo de esporos
de foc (isolado 106) na concentracédo de 5 x10° esporos/mL no solo em torno do pseudocaule
das mudas. Aos sete dias da inoculacdo do foc, aplicou-se a suspenséo das bactérias testadas
conforme descrito anteriormente. Foram realizadas trés aplicacdes no periodo de 104 dias, em
intervalos de 30 dias. As aplicaces ao solo nos vasos foram consideradas como Epoca 2.

Para o tratamento adicional com inoculacdo do produto biolégico comercial a base de
T. asperellum, cada planta recebeu 0,05 g do produto comercial diluido em 250 mL de agua.
A testemunha absoluta recebeu uma solugéo de 10 mL de agua estéril.

As plantas foram adubadas conforme recomendacdo (100 mg de P,Os, 180 mg de
Ca(NOs3), e 150 mg de K,SQOy), sendo o fésforo em uma Unica aplicacdo e o N e K parcelados

em trés vezes. Todas as adubagBes foram realizadas nos horarios de temperaturas mais
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amenas do dia, no inicio da manhd&. A irrigacdo foi realizada manualmente, mantendo o solo
constantemente imido.

Para estimar a severidade da murcha de Fusarium, realizou-se um corte transversal na
insercdo do pseudocaule no rizoma atribuindo notas de 1 a 6, de forma que as notas
representassem: 1= tecido vascular completamente claro, sem descoloragdo vascular; 2=
pontos isolados de descoloragcdo no tecido vascular; 3= descoloragdo em 1/3 do tecido
vascular; 4= descoloracdo entre 1/3 e 2/3 do tecido vascular; 5= descolora¢do maior que 2/3
do tecido vascular; 6= descoloracéo total do tecido vascular, conforme a escala de avaliagdo
de sintomas International Network for the Improvment of Banana and Plantain - INIBAP
(CARLIER et al., 2003). Apo6s a obtencdo das notas foi calculado o indice de gravidade da

doenca (IGD), através da seguinte equacao:

IGD: X (Nota na escala x N° de mudas gue receberam nota correspondente)

% (N° de mudas no tratatamento)

Foram realizados cortes longitudinais no pseudocaule para verificacdo da presenca de

sintomas, e medicdo do comprimento da les&o.

Biocontrole de M. javanica por bactérias na aclimatacdo e ap6s o plantio em vasos em
mudas micropropagadas de bananeira ‘Prata-Ana’.

O experimento foi instalado em casa de vegetacdo do Laboratério de Fitopatologia da
Universidade Estadual de Montes Claros — UNIMONTES, em esquema fatorial de 2 x 12 + 3
sendo: duas epocas de aplicagdo do agente de biocontrole: durante o periodo de aclimatacao
(Epoca 1) e apos plantio em vasos (Epoca 2), 12 isolados bacterianos e trés tratamentos
adicionais: 1) mudas inoculadas com M. javanica; 2) mudas inoculadas M. javanica + produto
biolégico comercial a base de Bacilllus metlylotrophicus e 3) testemunha absoluta sem
inoculacdo de nematoides e isolados bacterianos.

Considerou-se como Epoca 1, a aplicacdo das bactérias ao substrato no entorno das
mudas trés vezes durante a aclimatacio das mudas e Epoca 2, a aplicacdo das bactérias ao
solo no entorno das mudas ap6s a fase de aclimatagdo em vasos, trés vezes durante a
conducéo das plantas em casa de vegetacéo.

Mudas micropropagadas de bananeira ‘Prata-Ana’ apds a fase de enraizamento in

vitro, quando apresentavam pelo menos trés folhas lancadas, foram plantadas em tubetes
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contendo substrato de enraizamento Bioplant®. As mudas permaneceram em tubetes por 15
dias em estufa de aclimatagdo. Apds esse periodo, foram transferidas para sacos pléasticos
(8x15cm) com capacidade de 0,5 litros, contendo o mesmo substrato de enraizamento
Bioplant®, onde permaneceram por mais 15 dias. Aos 30 dias de aclimatacdo, um volume de
10 mL das suspensdes bacterianas dos isolados avaliados foi aplicado ao substrato na base do
pseudocaule. Os controles receberam uma solucdo de 10 mL de &gua esterilizada. Foram
realizadas trés aplicacbes no periodo de 30 dias, a intervalos de 15 dias. As aplicacbes
realizadas em estufa de aclimatagio foram consideradas como Epoca 1.

Aos 60 dias, apds a fase de aclimatacdo, as mudas foram transplantadas para vasos de
3,0 litros de capacidade contendo solo arenoso Neossolo falvico (argila: 5 dag/kg, areia: 84,5
dag/kg, silte: 10,5 dag/kg, pH: 6,4), previamente autoclavado a 121°C/60 min durante trés
dias consecutivos.

Uma semana ap06s o transplantio das mudas, aplicou-se um volume de 5 mL de
suspensdo aquosa contendo 3.000 ovos de M. javanica aplicados em trés orificios ao solo ao
redor da planta. Aos sete dias da inoculacdo do nematoide, aplicou-se a suspensdo das
bactérias testadas conforme descrito anteriormente. Foram realizadas trés aplicagdes no
periodo de 104 dias, em intervalos de 30 dias. As aplicagdes ao solo nos vasos foram
consideradas como Epoca 2.

Para o tratamento adicional com inoculacdo do produto bioldgico comercial a base de
B. metlylotrophicus, cada planta recebeu 0,05 g do produto comercial diluido em 250 mL de
agua. A testemunha absoluta recebeu uma solucdo de 40 mL de agua esteéril.

As plantas foram adubadas conforme recomendacao para vaso (100 mg de P,0s, 180
mg de Ca(NOs), e 150 mg de K;SQO,), sendo o fésforo em uma unica aplicacdo e 0 N e K
parcelados em trés vezes. Todas as adubagdes foram realizadas nos horérios de temperaturas
mais amenas, no inicio da manha. A irrigacdo foi realizada manualmente, mantendo o solo
constantemente umido.

Para a avaliacdo do efeito dos isolados bacterianos na bioprotecdo de M. javanica,
foram avaliadas: 1) nimero de galhas por sistema radicular, 2) nimero de massas de ovos e
namero de ovos por sistema radicular, 3) nimero de juvenis de segundo estadio (J2) por
200cm? de solo, extraidos de acordo com a técnica de Jenkins (1964), e 4) fator de reproducéo
(FR) obtido por meio da férmula FR = Pf/ Pi, onde Pf € o nimero de ovos aos 90 dias e Pi 0

namero de ovos utilizados na infestagdo do solo.
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Analises estatisticas

Ambos os experimentos foram montados em delineamento inteiramente casualizado
(DIC), com sete repeticdes e cada repeticdo foi constituida de um vaso com uma planta de
bananeira. Os resultados do ensaio fatorial foram submetidos & analise de variancia e as
médias foram comparadas por meio do teste de Scott-Knott (1974) a 5%. As médias dos
tratamentos pareados foram comparadas aos tratamentos controles pelo teste de Dunnett a 5 %
de probabilidade. As analises estatisticas foram realizadas por meio do software estatistico R,
versao 3.2.4. (R CORE TEAM, 2016).

RESULTADOS

Biocontrole de foc por bactérias aplicadas na aclimatacdo e ap6s o plantio de mudas

micropropagadas de bananeira ‘Prata-An&’.

A severidade da doenca avaliada pela porcentagem de descoloracdo do rizoma por
meio da escala de notas de Carlier et al. (2003), ndo foi afetada pela época de aplicacdo dos
isolados bacterianos e também ndo houve interacdo significativa entre os dois fatores (Tabela
1).

Para a variavel comprimento de lesdo do pseudocaule observou-se interacdo
significativa entre os métodos de inoculagdo e os isolados bacterianos (p < 0,05). Os isolados
apresentaram desempenho variavel de acordo com a época de inoculacdo (Tabela 1). Os
isolados que proporcionaram maior reducdo durante a aclimatagdo foram os isolados
Methylobacterium sp (N-03) e B. amyloliquefaciens (N-13), ja apds o plantio, os isolados que
se destacaram foram os isolados B. cereus (R-18), B. subtilis (R-34), B. amyloliquefaciens (R-
41), Bacillus sp. (R-76), Bacillus sp. (E-07), B. pumilus (E-09) e Bacillus sp. (E-13) e Bacillus
sp. (E-14).
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TABELA 1. Média de severidade da murcha de Fusarium de acordo com a escala de Carlier
e comprimento de lesdo no pseudocaule de mudas de bananeira ‘Prata-And’ tratadas com
isolados de bactérias na fase de aclimatacdo (Epoca 1) e na conducdo da muda apds o plantio

em vasos (Epoca 2).

Severidade Comprimento de lesdo (cm)

ISOLADOS Aclimatacdo  Plantio Aclimatacao Plantio
B. cereus (R-18) 3,40 aA 3,60 aA 15,20 bA 11,20 aA
B. subtilis (R-34) 2,80 aA” 2,20 aAY 30,00 cB 17,20 aA
B. amyloliquefaciens (R-41) 3,00 aA* 3,00 aA” 10,80 bA 15,60 aA
B. subtilis (R-42) 2,60 aA” 3,00 aA” 24,40 cB 23,60 bA
L. sphaericus (R-73) 3,40 aA 3,20 aA* 18,40 cA 21,40 bB
Bacillus sp. (R-76) 2,00 aAY 2,60 aA” 15,80 bA 15,80 aA
Bacillus sp. (E-07) 2,80 aA* 2,00 aAY 10,80 bA 4,60 aA
B. pumilus (E-09) 2,40 aAY 2,00 aAY 23,00 cB 14,00 aA
Bacillus sp. (E-13) 2,80 aA* 2,00 aAY 19,20 cA 11,00 aA
Bacillus sp. (E-14) 2,80 aA” 2,80 aA” 10,20 bA 14,90 aA
Methylobacterium sp. (N-03) 2,40 aA¥ 4,00 aA 1,10 aA* 26,70 bB
B. amyloliquefaciens (N-13) 2,40 aA”Y 3,80 aA 8,00 aA 22,40 bB
Foc 5,80 19,40

T. asperellum 2,60 15,40

Média 2,80 16,08

CV(%) 42,94 40,88

Notas do INIBAP.
Médias sequidas pela mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem entre si
pelo teste de Scott Knott a 5 % de probabilidade.
% Significativo pelo teste Dunnett a 5 % de probabilidade para a testemunha mudas inoculadas com
foc sem bactéria.
Y Significativo pelo teste Dunnett a 5 % de probabilidade para a testemunha mudas inoculadas com
foc + produto bioldgico comercial a base de T. asperellum.

Quando comparados pelo teste de Dunnett, 10 isolados foram significativamente
diferentes da testemunha foc na variavel severidade, demonstrando efeito das bactérias sobre
0 desenvolvimento da doenca. Apenas os isolado B. cereus (R-18) e L. sphaericus (R-73)
quando inoculados no periodo de aclimatacdo, e o0s isolados B. cereus (R-18),
Methylobacterium sp. (N-03) e B. amyloliquefaciens (N-13) inoculadas ap0s o plantio néo
apresentaram efeito significativo para essa variavél (Tabela 1).

Observou-se uma amplitude das notas, quando comparadas em relacéo a eficiéncia dos
isolados para severidade da doenga. As notas variaram de 2,00 a 3,20 correspondendo,
respectivamente, a pontos isolados de descoloracdo no tecido vascular até 33,00 % de

descoloracao.
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O isolado Bacillus sp. (R-76) inoculado na aclimatagéo e os isolados Bacillus sp. (E-
07), B. pumilus (E-09) e Bacillus sp. (E-13) inoculados apds o plantio em vasos, apresentaram
reducdo de 65,52 % da severidade da murcha de Fusarium em relacéo a testemunha foc.

Quando comparados pelo teste de Dunnett em relacdo a testemunha foc, o isolado
Methylobacterium sp. (N-03) apresentou uma redugdo no comprimento da lesdo do
pseudocaule de 92,90 % quando aplicada no periodo de aclimatagdo (Epoca 1), enquanto que
o isolado Bacillus sp. (E-07) a reducéo foi de 70,10 % quando inoculados apos o plantio em
vasos (Epoca 2) (Tabela 1).

Quando comparados com a testemunha, produto comercial a base de T. asperellum, os
isolados Bacillus sp. (R-76), B. pumilus (E-09), Methylobacterium sp. (N-03) e B.
amyloliquefaciens (N-13) aplicados no periodo de aclimatacdo, e os isolados B. subtilis (R-
34), Bacillus sp. (E-07), B. pumilus (E-09) e Bacillus sp. (E-13) aplicados ap0s o plantio das
mudas em vasos apresentaram reducdo da severidade da murcha de Fusarium, variando de
7,60 a 23,00 % (Tabela 2).

A porcentagem de inibicdo, calculada de acordo com o indice de gravidade da doenca
(IGD), demonstrou uma reducdo de aproximadamente 60,00 % da murcha de Fusarium para
quatro isolados testados apés plantio B. subtilis (R-34), Bacillus sp. (E-07), B. pumilus (E-09)
e Bacillus sp. (E-13) (Figura 2).
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FIGURA 2. Percentagem de inibigdo de murcha de Fusarium em mudas de bananeira

variedade Prata- And tratadas com isolados bacterianos na aclimatacio (Epoca 1) e ap6s o

plantio (Epoca 2).

Biocontrole de M. javanica em mudas de bananeira ‘Prata-Ana’ por bactérias na

aclimatacdo e ap0s o plantio em vasos de mudas micropropagadas.

Por meio da analise de variancia, observou-se interacdo significativa entre as épocas
de inoculacdo e os isolados bacterianos para as variaveis numero de galhas e numero de
massas de ovos (p < 0,05).

Na aclimatacdo, as maiores reducfes do nimero de galhas foram observados com a
aplicacdo dos isolados Bacillus sp. (E-14), Methylobacterium sp. (N-03) e B.
amyloliquefaciens (N-13) (Tabela 2).

Maiores reducdes no numero de galhas foram proporcionadas por B. subtilis (R-34),
Bacillus sp. (R-76) e B. pumilus (E-09), quando inoculados apds o plantio em vasos (Tabela
2).
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TABELA 2. Valores médios do numero de galhas e massas de ovos de Meloidogyne javanica
por raiz de bananeira ‘Prata-And’, ap6s o biocontrole por isolados bacterianos na fase de

aclimatacao das mudas e apos o plantio.

Numero de galhas Massa de ovos
ISOLADOS Aclimatacdo Plantio Aclimatacdo  Plantio
B. cereus (R-18) 25,71 aA” 4342bB 51,71 aA* 97,14 aB’
B. subtilis (R-34) 54,57 bB 7,85aAY 92,71 bB’ 25,00 aA*
B. amyloliquefaciens (R-41) 58,28 bB 28,14 bA 53,14 aA* 64,71 aA
B. subtilis (R-42) 50,28 bA 42,00 bA 49,85 aA” 66,42 aA
L. sphaericus (R-73) 42,71 bA 36,42bA 31,57 aA* 59,00 aA*
Bacillus sp. (R-76) 38,42 aB 10,85aA% 34,28 aA* 39,14 aA*
Bacillus sp. (E-07) 27,71 aA 39,00 bA 44,00 aA” 70,28 aA
Bacillus pumilus (E-09) 34,57 aB 14,85 aA* 24,57 aA* 59,42 aB*
Bacillus sp. (E-13) 35,28 aA 38,42bA 61,57 aA” 62,71 aA*
Bacillus sp. (E-14) 19,85 aA® 24,28 aA* 33,00 aA* 54,00 aA*
Methylobacterium sp. (N-03) 22,14 aA* 23,00 aA* 33,42 aA* 44,00 aA®
B. amyloliquefaciens (N-13) 29,00 aA 37,28 bA 37,42 aA 65,57 aA
M. javanica 54,28 135,14
B. metlylotrophicus 36,28 39,85
Média 32,6 52,0
CV(%) 49,0 60,0

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha ndo diferem entre si pelo
teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.

X Significativo pelo teste Dunnett a 5 % de probabilidade para a testemunha mudas inoculadas com
M. javanica sem bactéria.

¥ Significativo pelo teste Dunnett a 5 % de probabilidade para a testemunha mudas inoculadas com
M. javanica + produto biol6gico comercial a base de B. metlylotrophicus.

Quando comparado pelo teste de Dunnett, os isolados B. cereus (R-18), Bacillus sp.
(E-14) e Methylobacterium sp. (N-03) inoculados durante a aclimatagdo, apresentaram
reducdo no numero de galhas de 52,64%, 63,44 % e 59,22%, respectivamente, em relagcdo a
testemunha M. javanica. Os isolados B. subtilis (R-34), Bacillus sp. (R-76), B. pumilus (E-
09), Bacillus sp. (E-14) e Methylobacterium sp. (N-03) aplicados apds o plantio apresentaram
reducdo de 85,50%, 80,00%, 72,65%, 55,27% e 57,63%, respectivamente, em relacdo a
testemunha M. javanica (Tabela 2).

Quando comparados ao produto comercial a base de B. metlylotrophicus, os isolados
B. subtilis (R-34) e Bacillus sp. (R-76) inoculados apds o plantio em vasos, reduziram o
numero de galhas em 78,30% e 70,10%, respectivamente, portanto, apresentando efeito

superior ao produto comercial testado.
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Em relacdo ao nimero de massas de ovos, 0s isolados B. pumilus (E-09) e B. subtilis
(R-34) apresentaram reducGes do numero de massas de ovos quando aplicados na aclimatacdo
e apos o plantio, respectivamente (Tabela 2).

Quando comparado pelo teste de Dunnett, o isolado B. pumilus (E-09) apresentou uma
reducdo de 81,80 % no numero de massas de ovos quando aplicados na aclimatacdo e o
isolado B. subtilis (R-34) reduziu em 81,49 % quando inoculados apds o plantio em vasos em
relacdo a testemunha M. javanica (Tabela 2).

Na avaliacdo do niimero de J2/100 cm?® de solo, houve interacéo significativa entre os
fatores avaliados (p < 0,05). Fixando-se as bactérias observa-se que os isolados B. cereus (R-
18), B. amyloliquefaciens (R-41), Bacillus sp. (E-13), Bacillus sp. (E-14) reduziram o nimero
de J2 de M. javanica quando inoculados durante a aclimatacdo. Ja o isolado B. pumillus (E-
09) reduziu a populacdo de J2 quando inoculados em vaso. Para as demais bactérias nao
houve diferenca significativa entre as épocas de aplicagdo (Tabela 3).

Fixando-se as épocas de inoculacdo, verifica-se que ndo houve diferenca significativa
entre os isolados quando inoculados na aclimatacdo, para o numero de J2. Ja na inoculagédo

apos o plantio, cinco isolados bacterianos promoveram reducao no nimero de J2 (Tabela 3).
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TABELA 3. Valores médios do nimero de juvenis de segundo estadio (J2) e nimero de
ovos/raiz de Meloidogyne javanica pelo sistema radicular de bananeira ‘Prata-And’, ap0s a

inoculacdo dos isolados bacterianos em mudas na fase de aclimatacdo (Epoca 1) e apds o

plantio (Epoca 2).

J2/100 cm® de solo Numero de ovos/raiz
ISOLADOS Aclimatacdo Plantio Aclimatacao Plantio
B. cereus (R-18) 1758,00 aA* 3716,85bB  9508,00 bA* 8606,00 bA*
B. subtilis (R-34) 1576,71 aA* 1938,85aA*  4868,57 aA” 6389,42 aA*
B.amyloliquefaciens (R-41) 1986,00 aA*  3680,28bB  6708,00 bA* 9856,71 bA*
B. subtilis (R-42) 1305,14 aA*  2781,42 bA*  3548,14 aA” 6601,71 aA®
L. sphaericus (R-73) 274457 aA*  2207,71 aA*  6642,28 bA* 7046,42 bA*
Bacillus sp. (R-76) 1669,00 aA*  1474,14 aA*  5133,42 aA” 4917,42 aA*
Bacillus sp. (E-07) 1474,14 aA*  2934,00 bA*  5122,42 aA* 11687,42 bAY
B. pumilus (E-09) 3476,85aB*  1539,85aA*  2442,00 aA* 2969,00 aA*
Bacillus sp. (E-13) 1527,28 aA*  3334,71bB  4066,57 aA* 11899,85 bAY
Bacillus sp. (E-14) 2392,71aA* 3270,00bB  6200,28 bA* 8588,57 bA*
Methylobacterium sp. (N-03)  1198,14 aA* 2593,14 aA*  4619,85aA*  7856,28 aA*
B. amyloliquefaciens (N-13) 1494,57 aA*  4151,14bB  5547,00 bA* 8117,00 bA*
M. javanica 5548,57 21221,85
B. metlylotrophicus 301257 4804,42
Média 2340,76 6622,6
CV(%) 65,02 57,39

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha néo diferem entre si pelo
teste de Scott Knott a 5 % de probabilidade.
* Significativo pelo teste Dunnett a 5 % de probabilidade para a testemunha mudas inoculadas com M.

javanica sem bactéria.

Y Significativo pelo teste Dunnett a 5 % de probabilidade para a testemunha mudas inoculadas com M.
javanica + produto bioldgico comercial B. metlylotrophicus.

Quando se compara os isolados com a testemunha M. javanica pelo teste de Dunnett,

observa-se que todos os isolados reduziram o nimero de J2/100 cm® de solo. As maiores
reducBes do nimero de J2/100 cm?® de solo, foram observadas com a inoculacdo do isolado
Methylobacterium sp. (N-03), com reducéo de 78,40 % quando inoculado na aclimatacao, ja o
isolado Bacillus sp. (R-76) reduziu em 73,40 % quando aplicado apos o plantio em vasos
(Tabela 3).

Para a variavel nimero de ovos/raiz, observou-se efeito significativo apenas entre os
isolados bacterianos. Todos os isolados apresentaram reducéo significativa quando comparada
com a testemunha M. javanica (Tabela 3).

Considerando a capacidade reprodutiva de M. javanica representada pelo fator de
reproducédo (FR), ndo houve interacdo significativa entre os dois fatores analisados (Tabela 4).
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Quando comparado pelo teste de Dunnett, todos os isolados reduziram a reproducao
do nematoide. O isolado B. pumillus (E-09) quando aplicado na aclimatacdo, reduziu o fator
de reproducdo em 88,55% em relacdo a testemunha M. javanica. Quando comparadas com 0
produto bioldgico a base de B. metlylotrophicus, todos isolados bacterianos na aclimatacédo
tiveram efeito semelhante ao produto comercial, j& na época 2, com exce¢do dos isolados
Bacillus sp. (E-07) e Bacillus sp. (E-13) que promoveram aumento na populagdo do patégeno,

todos os demais também tiveram comportamento semelhante ao produto comercial.

TABELA 4. Fator de reproducdo (FR) de Meloidogyne javanica em bananeira ‘Prata-An&’,
ap6s inoculagdo de isolados bacterianos na fase de aclimatagdo (Epoca 1) e apds o plantio
(Epoca 2).

Fator reproducao (RF)

ISOLADOS Aclimatacdo Plantio
B. cereus (R-18) 3,17 bA* 2,86 bA*
B. subtilis (R-34) 1,62 aA® 2,12 aA®
B. amyloliquefaciens (R-41) 2,23 bA* 3,28 bA*
B. subtilis (R-42) 1,18 aA¥ 2,20 aA¥
L. sphaericus (R-73) 2,21 bA* 2,34 bA*
Bacillus sp. (R-76) 1,71 aA* 1,63 aA*
Bacillus sp. (E-07) 1,70 bA* 3,89bA"Y
B. pumilus (E-09) 0,81 aA* 0,99 aA®
Bacillus sp. (E-13) 1,35 bA* 3,96bA™Y
Bacillus sp. (E-14) 2,06 bA* 2,86 bA*
Methylobacterium sp. (N-03) 1,53 bA* 2,61 bA*
B. amyloliquefaciens (N-13) 1,84 bA* 2,70 bA*
M. javanica 7,07

B. metlylotrophicus 1,60

Média 2,20

CV(%) 57,39

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e maidscula na
linha ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.
% Significativo pelo teste Dunnett a 5% de probabilidade para a testemunha
mudas inoculadas com M. javanica sem bactéria.

Y Significativo pelo teste Dunnett a 5% de probabilidade para a testemunha
mudas inoculadas com M. javanica + produto biol6gico comercial a base
de B. metlylotrophicus

DISCUSSAO

A avaliagdo do indice de doenca da murcha de Fusarium nas mudas de bananeira

‘Prata-Ana’, em funcdo da inoculacdo das bacterias em duas épocas diferentes (aclimatagéo e
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apos o plantio), mostrou que os isolados bacterianos foram eficientes na reducdo da doenca,
em ambas as épocas de inoculagdo, com eficiéncia variando de acordo com o isolado
utilizado, resultando em reducdes de até 60,00% na severidade da doenca.

Entretanto, ndo houve efeito das épocas de inoculagdo para severidade da doenca. Na
aclimatacdo eram esperados resultados mais satisfatorios, uma vez que os isolados foram
inoculados no momento que as raizes se encontravam em intenso crescimento e liberacdo de
exsudatos o que poderia incrementar a sinalizacdo e estimulo para o crescimento bacteriano
(COELHO et al., 2007) e maior tempo de contato das células bacterianas com as raizes.

Alguns estudos relatam a eficiéncia da aplicacdo de bactérias endofiticas em
bananeiras durante a fase de aclimatagéo das mudas no controle de Fusarium (JIE et al., 2009;
HO et al., 2015). Thangavelu e Gopi (2015) utilizaram isolados de Bacillus sp. e
Pseudomonas putida em bananeiras infectadas por foc e observaram reducdo de 80 % da
murcha de Fusarium, em experimentos em vasos e no campo.

Para que haja eficiéncia do agente de biocontrole, 0 momento da aplicacdo € um
componente muito importante na estratégia da sua utilizacdo. A aplicacdo das bactérias com
potencial biotecnoldgico na fase de aclimatacdo, fase crucial no processo de producdo de
mudas micropropagadas, tem garantido maior tempo de contato das raizes com as células
bacterianas. Entretanto, de acordo com 0s nossos resultados, infere-se que a caracteristica
mais importante para esses agentes de biocontrole é a sua capacidade de colonizacdo bem-
sucedida na rizosfera e dos tecidos vegetais, permitindo aumento do numero de células
aderidas as raizes e, consequentemente, garantindo maior producdo de antibidticos e
metabdlitos contra patdgenos, principalmente os de solo (LOPES et al., 2018).

Na inoculacdo das bactérias apds o plantio em vasos (Epoca 2), os isolados foram
inoculados quando o solo se encontrava infestado com foc. Foi possivel observar que mesmo
com a presenca do fungo alguns géneros foram eficientes e promoveram a redugdo da
severidade da doenca. Provavelmente os isolados atrasaram o processo de infecc¢éo por foc,
demostrando efeito na reducdo da doenca. Uma das hipdteses para esse resultado pode estar
associado a capacidade das bactérias do género Bacillus de interagir diminuindo a severidade
dos sintomas da doenca nas plantas, seja pelas acbes antagénicas (HUANG et al., 2007) ou
pela inducdo de mecanismos de resisténcia na planta (MARTINS et al., 2013).

A supressdo de uma doenca mediada por agentes de biocontrole e o éxito do
controlador é a consequéncia das interagbes entre plantas, agentes patogénicos e a

comunidade microbiana presente no ecossistema. Deste modo, compreender as relagdes entre
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organismos é fundamental para a manutencdo do equilibrio natural das populacdes e dos
ciclos bioldgicos (SCHAFER e KOTANEN, 2003).

Em adicédo a habilidade de espécies de Bacillus em promover o crescimento de plantas,
disponibilizar nutrientes como fosforo e ferro (GHOSH et al., 2015; KUMAR et al., 2015) e
oferecer protecdo contra fitopatdgenos, também pode ser atribuida & capacidade em induzir
resisténcia sisttmica e localizada. Neste caso, 0s agentes de biocontrole estimulariam os
mecanismos de autodefesa do vegetal, com respostas a presenca do antagonista resultando em
mecanismos de resisténcia induzida a patdégenos (SIDDIQUI e MAHMOOD,1999; TIAN et
al., 2007).

Apesar da variacdo dos efeitos dos isolados, de forma geral os isolados quando
aplicados apds o plantio foram mais eficientes na reducdo do indice de gravidade da doenca.
Estes dados sdo evidenciados quando se analisa os isolados B. subtilis (R-34), Bacillus sp. (R-
76), Bacillus sp. (E-07), B. pumilus (E-09) e Bacillus sp. (E-13), na Figura 2.

Quase todos os isolados foram eficientes em reduzir a severidade da doenga quando
comparados a testemunha foc. Provavelmente, devido a maioria serem pertencentes aos
géneros Bacillus e Methylobacterium sp, corroborando com o que ja estd descrito na
literatura, como eficientes antagonistas da murcha de Fusarium (RIBEIRO et al., 2012,
LIMA et al., 2014).

Os mecanismos pelos quais os isolados de Bacillus sp. podem ter inibido o
crescimento de foc, provavelmente, se deve ao fato de que espécies de Bacillus apresentam a
capacidade de sintetizar metabolitos antifungicos, entre os quais se encontram lipopepitideos
das familias da surfactina, iturina e fengicina (ARIZA e SANCHEZ, 2012). Estes metabdlitos
atuam na superficie das hifas, induzindo a lise e extravasamento do conteudo citoplasmatico,
0 gque ocasiona a morte celular (ZHAO et al., 2014; JUNIOR et al., 2017).

Ainda, sdo capazes de produzir enzimas liticas -1,3- glucanase, protease e quitinase.
A secrecdo de enzimas degradadoras da parede celular por espécies de Bacillus estdo inter-
relacionadas a sua inibi¢cdo do crescimento fungico. Estas enzimas desempenham um papel
vital na lise da parede celular fungica que ¢é constituida de B-glucano e quitina (ASHWINI e
SRIVIDYA, 2014). Além disso, apresentam a capacidade de formacdo de biofilme que auxilia
na colonizacgéo das raizes, agindo como um obstaculo, defendendo as plantas da penetracédo de
patogenos transmitidos pelo solo (JANGIR et al., 2018).

Ao avaliar o efeito das épocas de inoculacdo sobre as variaveis nematologicas,
observou-se efeito significativo entre as épocas de inoculagdo e isolados bacterianos, para as
variaveis niimero de galhas, massa de ovos e niimero de J2/100 cm® de solo.
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A reducdo do nimero de galhas observada apos o plantio das mudas em vasos (Epoca
2), confirma o potencial dos isolados testados no controle de nematoides, uma vez que estes
foram inoculados ap6s a inoculacdo do nematoides. Isto pode ser atribuido, ao fato de as
bactérias atuarem interferindo no reconhecimento do hospedeiro, atrasando o processo de
infeccdo pelo nematoide (KAVITHA et al., 2007).

As maiores redugdes do nimero de J2/100 cm®, foram observadas com a inoculacéo
do isolado Methylobacterium sp. (N-03) na aclimatacéo, e do isolado Bacillus sp. (R-76) apds
o plantio em vasos. Independente da época de inoculacdo os isolados bacterianos
apresentaram efeito na reproducdo do nematoide. Alguns géneros de bactérias possuem a
capacidade de interferir no processo de interagdo nematoide e planta hospedeira. Desta
maneira afetam o desenvolvimento dos estaddios do ciclo de vida do nematoide e como
resultado final pode ser observado o controle do patégeno (LUDWIG et al., 2013).

De acordo com a literatura, ha respostas variaveis no controle de M. javanica entre
isolados do mesmo género, por serem oriundas de patossistemas diferentes. Alguns estudos
alcancaram reducdes de até 90% na populacdo dos nematoides, enquanto outros, com o
mesmo antagonista, ndo apresentaram eficiéncia dos tratamentos. Este fato pode ser explicado
pela ocorréncia de variabilidade intraespecifica, onde os microrganismos agem de forma
diferente em cada local e hospedeiro, podendo também diferir nas suas habilidades de
estabelecimento (RODRIGUEZ-KABANA et al., 1987).

O isolado B. pumillus (E-09), quando aplicado na aclimatagdo, reduziu o fator de
reproducdo do M. javanica em 88,55% em relacdo a testemunha M. javanica. Reducdo do
namero de galhas e de juvenis por espécies de Bacillus tem sido observada por varios autores
(ARAUJO e MARCHESI, 2009; ABO- ELYOUR et al., 2010). O controle de fitonematoides
pode ocorrer em funcdo da producdo de antibidticos, toxinas, inibicdo do processo de
reconhecimento entre planta e patégeno e inducdo de resisténcia sistémica (SIDDIQUI e
SHAKAUT, 2004).

Para as variaveis nematologicas, em geral, os isolados do género Bacillus
apresentaram maior eficiéncia. De acordo com estudos 0 género apresenta a capacidade de
atuar no ciclo de vida do nematoide através da producdo de metabolitos toxicos que
restringem sua mobilidade, impedem a eclosdo e penetracdo do juvenil nas raizes das plantas
(KAVITHA et al., 2007). Ademais, os exsudatos radiculares das mudas de bananeira
estimulam o crescimento bacteriano, o que ndo exclui, ainda assim, a hipotese de que esses

isolados foram favorecidos pela rizosfera das mudas, devido a especificidade, ja que foram
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isolados de rizosfera de bananeira ‘Prata-And’ de plantios de Janaulba, norte de Minas Gerais
(RIBEIRO et al., 2012).

Silva (2018), em estudos anteriores, verificou que os isolados B. subtilis (R-34), B.
amyloliquefaciens (R-41) e B. subtilis (R-42) testados no presente trabalho, séo produtoras de
lipase, enzima que atua no controle de patdgenos, principalmente de nematoides, por
degradarem os lipidios de membrana e afetar suas reservas energeticas (ABALLAY et al.,
2017).

Na cultura da bananeira, foi comprovada a reducdo das populacbes de Meloidogyne
sp., H. multicinctus, R. similis e P. coffeae por microorganismos antagonistas, incluindo B.
subtilis aplicado no solo em &reas de cultivo comercial (GUIMARAES, 2011). Lopes et al.
(2018) verificaram reducdo na reproducdo de M. javanica, em mudas micropropagadas,
guando imersas em suspensdo de células de Bacillus sp. Ribeiro et al. (2012) também
constataram a eficiéncia de B. subtilis em mudas micropropagadas e inoculadas com M.
javanica.

De acordo com a literatura, 0 momento da aplicacdo dos microrganismos antagonistas
pode influenciar na sua eficiéncia, pois necessitam de um periodo para a colonizacdo na raiz.
Segundo Silveira e Freitas (2007), os microorganismos devem ser acrescentados ao solo o
mais cedo possivel, pois a dindmica do ecossistema que eles tentam invadir pode dificultar
seu estabelecimento.

Segundo Weller (1988), para que uma bactéria seja colonizadora eficiente, ela, quando
introduzida, deve ser capaz de se espalhar ao longo da raiz em condic¢des naturais de solo,
multiplicar-se e sobreviver por diversas semanas na presenca de competicdo com a microbiota
nativa.

Em condic¢des de cultivo in vivo, existe uma série de fatores que podem influenciar
diretamente no estabelecimento e atuagdo dos agentes de biocontrole. Variagbes nas
condigdes de cultivo como o tipo de substrato, solo, temperatura, irrigacdo, alem da prépria
planta, podem favorecer ou minimizar a acdo das bactérias sobre fitopatdgenos,
proporcionando ou ndo um melhor desenvolvimento da planta.

O controle de varias espécies de Meloidogyne com diferentes espécies de bactérias tem
sido relatado por varios autores (DAWAR et al., 2008 , LEE e KIM, 2015; CHINEYE et al.,
2017). Esse controle pode ser explicado pela acéo direta dessas bactérias sobre a populacéo
de nematoides através da producdo de antibioticos e metabdlitos toxicos, ou pela agédo
indireta, através da modificacdo de exsudatos radiculares, afetando o desenvolvimento de
cada estagio do ciclo de vida do nematoide (LUDWIG et al., 2013).
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Em trabalho realizado por Ann (2013), caracterizando 0s mecanismos antagonicos de
espécies de Bacillus, esse autor verificou que a atividade nematicida apresentada pelas cepas
de Bacillus esta relacionada com sua atividade proteolitica responsavel pela penetracdo das
bactérias no nematoide.

Desta forma, o0 uso de bactérias principalmente do género Bacillus, apresenta potencial
biotecnoldgico para a agricultura, especialmente para a cultura da banana. No entanto,
algumas lacunas precisam ser preenchidas, relacionadas a planta, aos agentes de biocontrole,
bem com a capacidade de colonizacao destes e aos mecanismos que envolvem suas interagdes

com a planta e o patégeno.

CONCLUSAO

As épocas de aplicagdo dos isolados bacterianos interferem no controle da murcha de
Fusarium e M. javanica em mudas micropropagadas de bananeira ‘Prata-An&’.

Os isolados B. subtilis (R-34), Bacillus sp. (E-07), B. pumilus (E-09) e Bacillus sp. (E-
13) reduzem o indice de gravidade da doenca quando aplicados ap6s o plantio das mudas de
bananeira ‘Prata-And’em vasos.

Os isolados B. subtilis (R-34), B. subtilis (R-42), Bacillus sp. (R-76) e B. pumilus (E-
09) reduzem a capacidade reprodutiva de M. javanica, quando aplicados na aclimatacdo e

apos o plantio de mudas de bananeira ‘Prata And’ em vasos.
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CAPITULO I
UTILIZACAO DE BACILLUS PUMILUS NO CONTROLE DO COMPLEXO
Meloidogyne javanica X Fusarium oxysporum f. sp. cubense EM BANANEIRA
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RESUMO

SANTOS, Bruna Hanielle Carneiro dos. Utilizacdo de Bacillus pumilus no controle do
complexo Meloidogyne javanica x Fusarium oxysporum f. sp. cubense em bananeira.
2019. 87 p. Tese (Doutorado em Producéo Vegetal no Semiérido) - Universidade Estadual de
Montes Claros, Janatiba, MG®.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a reacdo das variedades ‘Prata-And’ e ‘Macd’ ao
nematoide M. javanica (Mj) e ao fungo F. oxysporum f. sp. cubense (foc), e as interacdes
entre eles e o efeito de Bacillus sp na reproducéo do nematoide e na severidade da murcha de
Fusarium. O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo em delineamento inteiramente
casualizados (DIC), com sete repeticdes em esquema fatorial de 2 x 7 sendo: duas variedade
de banana: Prata-And e Maca, e sete tratamentos: 1) Testemunha absoluta (sem patdgeno, sem
agente de biocontrole); 2) mudas inoculadas com foc e nematoide mais o agente de
biocontrole B. pumilus (E-09); 3) mudas inoculadas com foc e nematoide sem o agente de
biocontrole; 4) mudas inoculadas com foc e o agente de biocontrole B. pumilus (E-09); 5)
mudas inoculadas com foc sem o agente de biocontrole; 6) mudas inoculadas com Mj e o
agente de biocontrole B. pumilus (E-09); 7) mudas inoculadas com Mj sem o agente de
biocontrole. As mudas micropropagadas foram transplantadas em vasos de 3 litros com solo
autoclavado. Uma semana ap06s o transplantio das mudas, adicionou-se na regido do colo da
planta, 5 mL de suspensdo aquosa contendo 3.000 ovos de M. javanica. Apos 24 horas, foi
inoculada 50 mL da suspenséo de esporos de foc (isolado 106) na concentragdo de 5 x10°
esporos/mL. Uma semana apo0s as inoculagcfes dos patdgenos aplicou-se 10 mL da suspensdo
de B. pumilus (E-09), ao solo ao redor do pseudocaule. Noventa dias apds a aplicacdo da
bactéria foram avaliadas as variaveis fitotecnicas, nematologicas e a severidade e incidéncia
da murcha de Fusarium. Os resultados foram submetidos a analise de variancia e ao teste de
médias de Scott-Knott a 5 % de probabilidade. Houve interacdo significativa entre 0s
tratamentos e variedades avaliadas para as variaveis nimero de galhas, nimero de massa de
ovos, niimero de J2/100 cm® de solo e comprimento de lesdo no pseudocaule. A presenca do
isolado Bacillus sp. reduziu a reproducdo de nematoides e severidade de murcha de
Fusarium. O isolado B. pumilus (E-09) apresenta potencial para o tratamento de mudas de
bananeira visando o controle de M. javanica e da murcha de Fusarium.

Palavras-chave: Interacdo, Mal do Panaméa, Musa spp, Nematoides das galhas.

*Comité de Orientacdo: Prof®. DSc. Adelica Aparecida Xavier — UNIMONTES (Orientadora); Prof®. DSc.
Regina Céassia Ferreira Ribeiro (Coorientadora).
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ABSTRACT

SANTOS, Bruna Hanielle Carneiro dos. Use of Bacillus pumilus in the control of the
Meloidogyne javanica x Fusarium oxysporum f. sp. cubense complex in banana. 2019. 87
p. Thesis (Doctor’s degree in Plant Production in the Semi-Arid) - Universidade Estadual de
Montes Claros, Janatba, MG®

The aim of this study was to evaluate the reaction of the varieties ‘Prata-An&d’ and ‘Magé’ to
the nematode M. javanica (Mj) and the fungus F. oxysporum f. sp. cubense (foc), and the
interactions between them and the effect of Bacillus sp on nematode reproduction and on the
severity of Fusarium wilt. The experiment was conducted in a completely randomized design
with seven replications in a 2 x 7 factorial scheme: two varieties of banana Prata-And and
Maca, and seven treatments: 1) Absolute Witness (without pathogen and biocontrol agent); 2)
seedlings inoculated with foc and nematoid plus the biocontrol agent B. pumilus (E-09); 3)
seedlings inoculated with foc and nematoid without the biocontrol agent; 4) seedlings
inoculated with foc and the biocontrol agent B. pumilus (E-09); 5) seedlings inoculated with
foc without the biocontrol agent; 6) seedlings inoculated with Mj and the biocontrol agent B.
pumilus (E-09); 7) seedlings inoculated with Mj without the biocontrol agent. The
micropropagated seedlings were transplanted in 3-liter pots with autoclaved soil. One week
after the transplanting of the seedlings, 5 ml of aqueous suspension containing 3.000 eggs of
M. javanica was added in the region of the plant collar. After 24 hours, 50 ml of the focal
spore suspension (isolate 106) was inoculated at the concentration of 5 x 10 ° spores / ml. One
week after the pathogen inoculations, 10 mL of the bacterial suspension of the B. pumilus (E-
09) isolate, applied close to the roots, was inoculated. At the end of 90 days of the first
inoculation of the bacteria, the phytotechnological, nematological variables and the severity
and incidence of Fusarium wilt were evaluated. The results were submitted to analysis of
variance by the Scott-Knott test at 5% probability. There was a significant interaction between
treatments and varieties evaluated for the number of galls, number of egg mass, number of
J2/100 cm® of soil and length of lesion in the pseudocaule. The presence of B. pumilus (E-09)
reduced nematode reproduction and Fusarium wilt severity. The isolate B. pumilus (E-09)
presents potential for the treatment of banana tree seedlings for the control of M. javanica and
the Panama disease.

Keywords: Interaction, Root-knot nematodes, Panama disease, Musa spp.

’Guidance Committee: Prof®. DSc. Adelica Aparecida Xavier — UNIMONTES (Advisor); Prof’. DSc. Regina
Cassia Ferreira Ribeiro (Co-adviser).
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INTRODUCAO

A bananeira pode ser afetada por diversos patdgenos, com reflexos negativos na
producdo. Destes, destacam-se entre os fitonematoides, Meloidogyne incognita e M. javanica
que infectam raizes e causam perdas severas (GOWEN et al., 2005). Dentre as doencas
fangicas, a mais destrutiva é a murcha de Fusarium ou Mal do Panama causada pelo fungo
habitante do solo Fusarium oxysporum f. sp. cubense.

F. oxysporum f. sp. cubense e M. javanica sao patdgenos habitantes do solo que
iniciam sua infec¢do nas raizes jovens na regido de alongamento das plantas (CAMPOS et
al., 2011). A penetragéo de foc no sistema radicular da bananeira ocorre pela acdo mecénica
de hifas e ou ferimentos causados por nematoides, a exemplo de
Meloidogyne (SUNDARARAJU e THANGAVELU, 2009; DINESH et al., 2014). Além de
facilitar a penetracdo do fungo, Meloidogyne pode predispor fisiologicamente a planta
hospedeira a infec¢do pelo fungo, afetando diretamente na severidade de foc. No processo de
infeccdo no hospedeiro, os nematoides alteram a expressdao de genes e o metabolismo de
células vegetais devido a producdo e secrecao de proteinas parasitarias (HUSSEY et al., 2002;
DAVIS et al, 2004).

Estudos em diferentes culturas tém revelado que o complexo entre Meloidogyne spp. e
Fusarium spp. aumenta a severidade da fusariose (SILVA e PEREIRA, 2008; FISHER et al.,
2010) e dificulta o controle dessas doencas.

Vaérias medidas sdo utilizadas na prevencao e controle de foc e fitonematoides, como
controle quimico, adubacdo equilibrada, conducdo adequada do bananal e utilizacdo de
cultivares resistentes. No entanto, todas essas estratégias apresentam limitagdes. Embora
existam cultivares resistentes a Meloidogyne, sua utilizacdo nem sempre é segura devido a
variabilidade das popula¢cdes no campo. Para a murcha de Fusarium é a medida mais
eficiente; porém, as variedades disponiveis ndo sdo bem aceitas para 0 mercado consumidor, 0
gue desestimula seu plantio em regides afetadas pela doenca (VENTURA e HINZ, 2002).

Por outro lado, um grande nimero de estudos com microorganismos benéficos como
fungos e bactérias tem sido desenvolvido e comercializado em todo o mundo, inclusive no
Brasil (FERRAZ et al., 2010). As rizobactérias e bactérias endofiticas, tém sido utilizadas em
formulacdes para o incremento da producgéo agricola e agentes de biocontrole de doencas.

Em trabalhos anteriores, isolados do género Bacillus sp. foram prospectados para atuar

como agentes de biocontrole de foc e Meloidogyne javanica na cultura da banana e mostraram
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resultados promissores (RIBEIRO et al., 2012; LOPES et al., 2018). O género Bacillus é
descrito como um dos principais grupos microbianos com capacidade de agir no controle de
fitopatdgenos por meio da sintese de metabdlitos secundarios com atividade bactericida,
fungicida e nematicida, inibindo o crescimento e o desenvolvimento dos agentes patogénicos,
interferindo no processo de reconhecimento planta-hospedeiro, induzindo resisténcia e/ou
proporcionando o desenvolvimento saudavel da planta (TIAN et al., 2007).

Em adicdo, o potencial uso destas bactérias € amplificado por seu baixo requerimento
nutricional, que facilita a formulacdo de um bioproduto, e, por serem formadores de
enddsporos, estrutura que confere resisténcia em condi¢es ambientais adversas, propiciando
a sobrevivéncia dos agentes de biocontrole com as mudangas ambientais e garantindo a
manutencdo da efetividade.

Em trabalho preliminar verficou-se dentre varios isolados, que o isolado Bacillus
pumilus (E-09) reduziu a severidade da murcha de Fusarium e a populagdo de nematoides em
banana ‘Prata-And’.

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo avaliar a reacdo das variedades
Prata-And e Macd ao nematoide M. javanica e ao fungo F. oxysporum f. sp. cubense, e as
interacdes entre estes, e o efeito de Bacillus sp. na reproducédo do nematoide e a severidade da

murcha de Fusarium.

MATERIAL E METODOS

O ensaio foi montado em casa de vegetagdo em delineamento inteiramente casualizado
(DIC), com seis repeticBes em esquema fatorial de 2 x 7 sendo: duas variedades de banana
Prata-And e Macd e sete tratamentos: 1) Testemunha absoluta (sem patdgeno e agente de
biocontrole); 2) mudas inoculadas com foc e nematoide mais o0 agente de biocontrole B.
pumilus (E-09); 3) mudas inoculadas com foc e nematoide sem o agente de biocontrole; 4)
mudas inoculadas com foc e o agente de biocontrole B. pumilus (E-09); 5) mudas inoculadas
com foc sem o agente de biocontrole; 6) mudas inoculadas com Mj e o agente de biocontrole
B. pumilus (E-09); 7) mudas inoculadas com Mj sem o agente de biocontrole.

Mudas micropropagadas de bananeira ‘Prata-And’ e ‘Maca’ com trés folhas langadas,
foram transferidas para sacos plasticos (8x15cm) com capacidade de 0,5 litros, contendo
substrato de enraizamento Bioplant®. Em seguida foram aclimatadas em viveiro com irrigagéo

automatizada por um periodo de 15 dias. Apos este periodo, as mudas foram transplantadas
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para vasos de 3,0 litros de capacidade contendo solo arenoso Neossolo falvico (argila: 5
dag/kg, areia: 84,5 dag/kg, silte: 10,5 dag/kg, pH: 6,4), previamente autoclavado a 120°C/60
min durante trés dias consecutivos.

Uma semana apos o transplantio das mudas, adicionou-se um volume de 5 ml de
suspensdo aquosa contendo 3.000 ovos e eventuais J2 de M. javanica em trés orificios no solo
ao redor da planta. Ap6s 24 horas, cada muda foi inoculada com 50 ml da suspenséo de
esporos de foc (isolado 106) na concentracéo de 5 x10° esporos/mL aplicados em torno do
pseudocaule. Apds sete dias aplicou-se ao solo ao redor do pseudocaule das mudas 10 mL da
suspensdo bacteriana B. pumilus (E-09). A suspensdo foi ajustada para ODs4=1,0 de
absorbancia e concentracdo de 10° UFC/mL. Esta quantificacdo foi determinada pela
contagem da concentracao de bactérias, pelo método de diluicdo seriada. Para isso, diluicdes
sucessivas até 10 foram feitas e aliquotas de 0,2 mL foram plaqueadas em meio Tryptic Soy
Agar (TSA) em placas de Petri, onde permanceram por 24 horas em temperatura ambiente.
Apo6s 24 horas realizou-se a contagem de unidades formadoras de col6nia (UFCs) (VIEIRA e
NAHAS, 2005). Foram realizadas trés aplicacfes no periodo de 90 dias, a intervalos de 30
dias. Os controles receberam uma solucdo de 10 mL de &gua esterilizada.

Realizaram-se adubacdes em todos os tratamentos, conforme recomendacao para vaso
(100 mg de P,0s, 180 mg de Ca(NOs), e 150 mg de K,SO,), sendo o fésforo em uma unica
aplicacdo e o N e K parcelados em trés vezes. Todas as adubacbes foram realizadas nos
horérios de temperaturas mais amenas do dia, no inicio da manha. A irrigacéo foi realizada
manualmente, mantendo o solo constantemente imido.

Apoés 104 dias foram mensuradas as variaveis fitotécnicas: comprimento das mudas
(do colo até a insercdo da ultima folha), diametro do pseudocaule rente ao solo, nimero de
folhas completamente abertas, matéria fresca da parte aérea (MFPA), matéria fresca do
sistema radicular, varidveis nematolégicas e incidéncia e a severidade da murcha de
Fusarium.

Para a avaliacdo das variaveis nematoldgicas, as raizes foram retiradas dos vasos,
lavadas com &gua corrente, identificadas e avaliadas: nimero de galhas por sistema radicular,
nimero de massas de ovos e nimero de ovos por sistema radicular, numero de juvenis de
segundo estadio (J2) por 200cm® de solo, extraidos de acordo com a técnica de Jenkins
(1964), e fator de reproducédo (FR) obtido por meio da formula FR = Pf / Pi, onde Pf € o
namero de ovos aos 90 dias e Pi o numero de ovos utilizados na infestacdo do solo.

A incidéncia de plantas com murcha de Fusarium foi determinada pelos sintomas
visuais da doenca: amarelecimento progressivo das folhas mais velhas para as mais novas,
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comecando pelos bordos do limbo foliar e evoluindo no sentido da nervura principal e
posterior murcha das folhas, que secam e quebram-se junto ao pseudocaule, dando-lhes a
aparéncia de guarda-chuva fechado, ruptura das bainhas, formando rachadura do pseudocaule
préximo ao solo.

Para estimar a severidade da murcha de Fusarium, as plantas foram retiradas dos
vasos, lavados com 4&gua corrente e identificados. Em seguida, realizou-se um corte
transversal na insercdo do pseudocaule com o rizoma e atribuiu-se notas de 1 a 6, de forma
que as notas representassem: 1= tecido vascular completamente claro, sem descoloragédo
vascular; 2= pontos isolados de descoloracdo no tecido vascular; 3= descolora¢do em 1/3 do
tecido vascular; 4= descoloragdo entre 1/3 e 2/3 do tecido vascular; 5= descoloragdo maior
que 2/3 do tecido vascular; 6= descoloracdo total do tecido vascular, conforme a escala de
avaliacdo de sintomas International Network for the Improvment of Banana and Plantain -
INIBAP (CARLIER et al., 2003).

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado (DIC) com sete
repeticdes e cada repeticdo foi constituido por um vaso com uma planta de bananeira. Os
resultados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade. Os dados foram analisados por meio do software
estatistico R (R Core Team, 2016).

RESULTADOS

Por meio da andlise de variancia, observou-se interacdo significativa entre 0s
tratamentos e as variedades Prata-And e Maca para as variaveis nimero de galhas, massas de
ovos e J2 de M. javanica (p < 0,05) (Tabela 1).

Os menores indices de galhas e nimero de J2 de M. javanica foram observados no
tratamento Mj+ Bac para as variedades Prata-And e Macad. A presenca da bactéria afetou a
reproducdo de M. javanica, interferindo na interacdo nematoide-planta, reduzindo a
reproducdo de M. javanica. No tratamento com inoculacdo conjunta de Foc + Mj sem a
bacteéria, foi verificado aumento das variaveis nematoldgicas, apresentando maiores indices na
variedade Maca. A bactéria ndo influenciou o nimero de galhas na interacdo nematoide x foc,
no entanto reduziu quando o nematoide estava isolado em ambas variedades. Houve reducéo
do numero de massas de ovos na interacdo fungo x nematoide e nematoide isolado na

presenca da bactéria na variedade Maca. O nuamero de J2 n&o foi influenciado na interacao
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fungo x nematoide e nem no tratamento nematoide apenas. Na interacdo nematoide x fungo
na auséncia da bactéria verifica-se por meio das varidveis numero de galhas e massas de ovos
que a variedade Macd € mais suscetivel ao nematoide. Na presenca da bactéria ndo houve

diferenca de tais varidveis entre as variedades.

TABELA 1. Médias do nimero de galhas, massa de ovos por sistema radicular em mudas de

bananeira e juvenis de segundo estadio de Meloidogyne javanica por 200 cm® de solo.

Numero de galhas Massas de ovos Numero de J2
Tratamentos Prata-And Maca PrataAnd Maca Prata-Ana Maca
Foc+tMj+Bac 90,00 bA 90,33 bA 30,33aA  4166bA 59058bB 4514,1aA
Foc+Mj 95,83bA  121,66dB 35,00 aA 66,33cB  5865,8bB  3935,0 aA
Mj+ Bac 75,83 aA 68,00 aA 26,83 aA 27,00 aA  3274,1aA  3746,6 aA
Mj 92,83bA  10350cA 37,33aA  4583cB 34016 aA 3835,0aA
Média 73,75 31,93 344791
CV(%) 17,89 32,77 36,76

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e maidscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de
Scott Knott a 5% de probabilidade.

Para a variavel numero de ovos e fator de reproducdo foi observado efeito
significativo apenas entre os tratamentos (Tabela 2). Independentemente da variedade
avaliada, o menor FR de M. javanica, foi observado nos tratamentos Foc+ Mj+ Bac e
Mj+Bac, apresentando uma reducdo no fator de reproducdo de 57,0% e 48,5%,
respectivamente.

Os menores indices para 0 numero de ovos foram apresentandos nos tratamentos com
a inoculacdo do isolado B. pumilus (E-09), na interacdo Foc+ Mj+ Bac e Mj+Bac, com
reducdo de 57,2 % e 48,7% respectivamente, guando comparados aos tratamentos Foc+ Mj e
Mj (Tabela 2).

TABELA 2. Média do numero de ovos por sistema radicular e fator de reproducdo (FR) de
Meloidogyne javanica em mudas de bananeira.
TRATAMENTOS NuUmero de ovos FR

Foc+Mj+Bac 4967,75 a 1,65a
Foc+Mj 8669,91 b 2,89b
Mj+ Bac 4471,16 a 1,48 a
Mj 9166,75 b 3,05b
Média 5445,11 1,81

CV(%) 45,10 45,08

Médias seguidas por mesma letra na coluna ndo diferem
entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.
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Como apresentado na tabela 3, observou-se interagédo significativa entre os tratamentos
e as variedades de banana avaliadas para variavel comprimento de lesdo no pseudocaule (p <
0,05) (Tabela 3).

As plantas inoculadas com foc e tratadas com B. pumilus (E-09), apresentaram reducéo
de 48,00 % e 35,20 % na extensdo de leséo da doenca no pseudocaule na variedade Prata-Ana
e Macé, respectivamente, em comparagdo com as plantas inoculadas apenas com o foc, ou
com complexo fusario X nematoide, tratadas ou ndo com B. pumilus (E-09), demonstrando

que a presenca do nematoide intensificou a infecgédo pelo fungo.

TABELA 3. Comprimento de lesdo no pseudocaule de mudas de bananeira, causada pelo

fungo de F. oxysporum f. sp. cubense em mudas de bananeira.

Comprimento de lesdo pseudocaule (cm)

TRATAMENTOS Prata-Ana Magca
Foc+Mj+Bac 27,00 cA 21,33 bA
Foc+Mj 29,66 cB 31,00 dB
Foc+ Bac 9,83 aA 9,00 aA
Foc 20,33 bA 25,50 cA
Média 17,36

CV(%) 14,76

Médias seguidas por mesma letra mindsculas nas colunas e maidsculas
nas linhas ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Scott
Knott a 5 % de probabilidade.

Para a severidade da doenca ndo houve efeito significativo das variedades avaliadas,
sendo observadas diferengas apenas entre os tratamentos (Tabela 4). Na interacdo Foc+Mj
sem a presenca da bactéria para variedade Magcd, a severidade da doenca foi maior que nos
demais tratamentos, com nota de 3,5 0 que corresponde a 66,00 % de descoloracdo no tecido
vascular. Quando se adicionou a bactéria de biocontrole, no tratamento Foc+Mj+Bac, a nota
foi de 2,6 que corresponde a pontos isolados de descoloragdo no tecido vascular. Isto
demonstra que a presenca da bactéria proporcionou reducdo da severidade da murcha de
Fusarium. As plantas inoculadas com Foc+ Bac e Foc + M. javanica + Bac tiveram a reducéo
da severidade da doenga em 86,30 % e 68,30 % respectivamente, em comparagcdo com 0S
tratamentos Foc+ Sem Bac e Foc + M. javanica + Sem Bac (Tabela 4).

Independente das combinacOes de interacdes testadas ndo houve diferenca na
incidéncia de amarelecimento de folhas nas plantas, sendo que todas apresentaram 100% das

folhas com clorose. Portanto, todas as plantas apresentaram sintomas externos na parte aérea.
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TABELA 4. Médias de severidade da murcha de Fusarium em mudas de bananeira ‘Prata-
And’ e ‘Magd’.

Severidade da murcha de Fusarium

TRATAMENTOS Prata-Ana Maca
Foc+Mj+Bac 1,50 a 2,66 a
Foc+Mj 1,66 a 3,50 a
Foc+ Bac 1,50 a 3,16 a
Foc 3,50 b 3,83 a
Média 2,13

CV(%) 49,76

Médias seguidas por mesma letra na coluna ndo diferem entre si
pelo teste de Scott Knott a 5 % de probabilidade.

N&o foram observadas diferencgas significativas entre os tratamentos e as variedades
avaliadas, em relacdo as variaveis fitotécnicas (dados ndo apresentados).

DISCUSSAO

A inoculacdo com o isolado B. pumilus (E-09), como alternativa de controle de M.
javanica ou do complexo M. javanica x foc, proporcionou reducdo de 57,00 % e 48,50 % do
FR do nematoide nas mudas de ’Prata-Ana’ e de Maga’, respectivamente. Isto demonstra que
presenca da bactéria afetou todas as fases do ciclo de M. javanica e, consequentemente,
reduziu a reproducdo do nematoide.

Este efeito foi mais pronunciado quando M. javanica infectou as raizes, das duas
variedades testadas sem a presenca de foc. Espécies de Bacillus sdo consideradas antagonistas
de fitonematoides, devido a producdo de metabdlitos tdxicos que apresentam acdo direta
afetando a eclosdo ou a mobilidade dos juvenis (ARAUJO et al., 2018). Seus antibidticos e
toxinas sdo absorvidos pelos ovos dos nematoides e podem também agir de forma indireta,
alterando os exsudatos das raizes em subprodutos fazendo com que os nematoides ndo
reconhecam o estimulo quimiotrépico, ndo encontram as raizes € morrem por inanicao
(ARAUJO e MARCHESI, 2009). A producéo de lipase é também mecanismos atribuidos a
espécies de Bacillus sp. no controle de nematoides (SILVA, 2018).

Vaérios trabalhos tém apresentado resultados satisfatorios na inoculacéo de isolados de
Bacillus no controle de nematoides, principalmente de Meloidogyne, em varias culturas como
arroz, feijdo, tomate e banana (LUDWIG et al., 2013; FERNANDES et al., 2014;
BAVARESCO e ARAUJO, 2017; ARAUJO et al., 2018; FERNANDES et al., 2018).
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Na interacdo M. javanica x foc, foi verificado aumento nos indices de reproducédo do
nematoide nas variedades de banana avaliadas. Este resultado sugere que ndo houve
competicdo entre os patdgenos por sitios de infeccdo e/ou locais de alimentacdo, ja que a
reproducdo de M. javanica e a severidade de foc ndo foram influenciados, em comparacéo ao
controle inoculado apenas com foc ou com M. javanica. As possiveis alteragdes no
metabolismo de células vegetais influenciadas pelo nematoide néo interferiram na severidade
do fungo, e ndo houve efeito de toxinas ou compostos semelhantes a horménios produzidos
pelo foc sobre o processo de parasitismo do nematoide (ROCHA et al., 2018).

Diferente do presente trabalho, Ribeiro et al. (2012), ao avaliar isolados de Bacillus
spp. no controle de M. javanica e murcha de Fusarium em bananeira, verificaram que quando
inoculados nematoide x foc, independente da presenca dos isolados de Bacillus, houve
reducdo no nimero de J2, de galhas e de massas de ovos, atribuindo esse efeito a competicdo
entre M. javanica e foc no sitio de infeccdo ou no sitio de alimentacdo, visto que os dois sdo
parasitas vasculares.

Estudos mostram que a interacdo entre Fusarium sp. e Meloidogyne spp. aumenta a
severidade da fusariose (SILVA e PEREIRA, 2008; FISHER et al., 2010; SIMAO et al.,
2010; ROCHA et al., 2018). Isso pode explicar o aumento da leséo no pseudocaule e lesdo no
rizoma, no tratamento onde houve esse complexo sem a presenca da bactéria. Fischer et al.,
(2010) avaliaram a reacdo de maracujazeiro-amarelo ao complexo fusariose x nematoide das
galhas e, mostraram maior severidade da fusariose quando em inoculacdo conjunta de F.
solani e M. incognita.

Em trabalho realizado por Negréon e Acosta (1989), avaliando o complexo M.
incognita e F. oxysporum f. sp. coffeae em cafeeiro, verificaram que quando se inoculou M.
incognita antes da inoculacdo do F. oxysporum f. sp. coffeae, as hifas de F. oxysporum f. sp.
coffeae foram abundantes nos vasos do xilema, nas células gigantes e nas fémeas. As células
gigantes, colonizadas pelo fungo, estavam em varios estadios de degradacdo, com conteido
esgotado ou parcialmente esgotado. Em comparagcdo, 0s tratamentos que foram
simultaneamente inoculados com M. incognita e F. oxysporum f.sp. coffeae, as plantas tinham
menos células gigantes colonizadas pelo fungo e nenhuma hifa dentro do xilema.

De acordo com Back et al. (2002), os danos causados pelos nematoides tém um
importante papel no estabelecimento e desenvolvimento de doengas causadas por patdgenos

transmitidos pelo solo.

60



A presenca do nematoide favoreceu a penetracdo de foc, intensificando o progresso da
doenca. Nesse sentido, a severidade deste tratamento foi condicionada pela interagdo foc x M.
javanica e pela agressividade do isolado.

Dinesh et al. (2014) ao avaliarem a interacdo entre R. similis x foc na cultura banana,
concluiram que a combinacdo dos patdgenos reduziu a altura de plantas e aumentou a
incidéncia e a severidade da murcha de Fusarium, sugerindo interacdo positiva entre 0s
patdgenos.

Resultados semelhantes foram obtidos por Sanjeevkumar et al. (2018), ao estudarem a
influéncia de Pratylenchus coffeae e M. incognita, isoladamente ou em combinagdo sobre a
murcha de Fusarium. Esses autores constataram que as plantas inoculadas com qualquer um
desses nematoides, tiveram surgimento precoce e aumento da severidade da doenca, e que na
presenca dos dois fitonematoides a severidade foi ainda maior.

Provavelmente a interacdo M. javanica x F. oxysporum f. sp. cubense, observada neste
estudo, seja sinérgica, isto é, a presenca dos dois patégenos resulta em danos maiores do que
0s danos de cada patogeno isolado. No geral, o fungo se aproveita dos danos as raizes,
causados pelo nematoide, para iniciar o processo de infec¢do, aumentando a severidade da
murcha vascular (CASTILLO et al., 1998; GOULART, 2009).

O nematoide atuou como um fator de predisposicdo para foc, por causar lesdes na
superficie radicular e enfraquecer os tecidos nesta regido, possibiltando ao fungo facil acesso
para causar maiores danos, como relatado por Rao e Krishnappa (1994).

Os mecanismos das interacdes entre nematoides e fungos podem diferir do nematoide
em particular, da planta, da interacdo dos patogenos e de outros fatores (DINESH et al.,
2014). O papel do nematoide na interacdo com foc pode ser o de causar ferimentos que
servem como pontos de infeccdo (MAI et al., 1981), para alterar a fisiologia ou bioquimica da
planta levando ao aumento da doenca ou para modificar a expressdo de resisténcia da planta
hospedeira (MAHESHWARI et al., 1995).

Para a varidvel comprimento de lesdo no pseudocaule, foi observado menor
comprimento no tratamento Foc+ Bac nas variedades Prata-And e Maca. A presenca da
bactéria reduziu significativamente a doenca, quando comparada aos tratamentos sem a
mesma e ao controle. Em bananeira, a aplicacdo de bactérias principalmente do género
Bacillus tem apresentado resultados promissores no aumento da supressividade do solo ao
mal do Panama.

O género Bacillus apresenta a capacidade de agir no controle de fitopatdgenos através
de sintese de metabolitos secundarios, incluindo antibidticos, antifungicos e sideroforos. Os
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metabolitos produzidos principalmente as enzimas liticas B-1,3- glucanase, protease e
quitinase, atuam desempenhando papel vital na lise da parede celular fungica que é
constituida de B-glucano e quitina (ASHWINI e SRIVIDYA, 2014).

De acordo com os resultados, a interacdo entre esses dois patdgenos intensifica 0s
sintomas de ambas as doencas. A presenca simultinea de M. javanicae foc aumenta a
reproducdo de nematoides e a severidade da murcha de Fusarium, que sugere que na presenca
de um patdgeno hd uma diminuicdo da resisténcia da planta, predispondo-a ao ataque por

outros patdgenos.

CONCLUSAO

O isolado B. pumilus (E-09) reduz a reproducdo de nematoides e a severidade da
murcha de Fusarium, apresentando potencial para o tratamento de mudas de bananeira

visando o controle de M. javanica e do Mal do Panama.
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CAPITULO Il
AUMENTO NA PRODUTIVIDADE DE BANANAL ‘PRATA-ANA’ NO NORTE DE
MINAS GERAIS POR Bacillus pumilus (E-09)
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RESUMO

SANTOS, Bruna Hanielle Carneiro dos. Aumento na produtividade de bananal ‘Prata-Ana’ no
norte de minas gerais por Bacillus pumilus (E-09). 2019. 87 p. Tese (Doutorado em Producgéo
Vegetal no Semiarido) - Universidade Estadual de Montes Claros, Janatba, MG,

O uso de bactérias promotoras de crescimento de plantas, como Bacillus sp., surge como uma
alternativa no crescimento vegetal. Este trabalho objetivou avaliar em campo a formulacéo de
B. pumilus (E-09) em arroz, como inoculante na cultura da banana visando a promogéo de
crescimento. O experimento foi conduzido em uma area de cultivo comercial de bananeira, na
cidade de Nova Porteirinha — MG, no periodo de setembro de 2017 a dezembro de 2018. O
delineamento experimental foi em blocos casualizado em esquema fatorial 2 x 4, o0s
tratamentos consistiram de duas variedades de banana Macé e Prata-And e aplicacdo de trés
formulacGes com espécies de microrganismos e a testemunha absoluta. As avaliaces de
crescimento altura das plantas, perimetro do pseudocaule e nimero de folhas foram realizadas
durante a emissdo inflorescéncia. A producéo das plantas foi caracterizada no primeiro ciclo
de producdo. A época da colheita, foram determinados: nimero de pencas por cacho, massa
do fruto, massa do cacho, massa da penca, massa do engago, numero de frutos por cacho,
comprimento dos frutos, diametro do fruto e produtividade. Houve efeito significativo da
aplicacdo dos inoculantes sobre a altura da planta, didmetro do pseudocaule, nimero de frutos
por penca, massa do cacho, massa da penca, massa do engaco e produtividade pelo teste de
dunnett (p<0,05). Na variedade Maca a inoculacdo de B. pumilus (E-09) aumentou o numero
de frutos por penca e massa do cacho em 16,00 % e 18,00 %, respectivamente. As varidveis
massa da penca e massa do engaco foram maiores quando se inoculou B. metlylotrophicus, e
0s incrementos obtidos nestas varidveis foram de 47,80 % e 10,00 %, respectivamente. A
inoculacdo de T. asperellum aumentou a altura das plantas e a produtividade em 19,2% e
25,40 % em relagdo a testemunha ndo tratada. O nimero de frutos por penca, massa do cacho,
massa da penca, massa do engaco e o diametro do fruto de bananeira foram significativamente
influenciados pelo uso dos produtos bioldgicos, principalmente os contendo espécies de
Bacillus spp. Em condicdes de laboratério B. pumilus (E-09) se mantém até 180 dias na
formulacdo a base de arroz. A formulacdo a base de B. pumilus (E-09) aumenta nimero de
frutos por penca, massa do cacho e o diametro do fruto em bananeira; T. asperellum aumenta
a produtividade de banana ‘Maga’.

Palavras chave: Bactéria, desenvolvimento, produgdo, Musa spp.
ABSTRACT
SANTOS, Bruna Hanielle Carneiro dos. Increase in productivity of banana ‘Prata-Ana’ in

northern Minas Gerais by Bacillus pumilus (E-09). 2019. 87 p. Thesis (Doctor’s degree in
Plant Production in the Semi-Arid) - Universidade Estadual de Montes Claros, Janatiba, MG®

? Comité de Orientacdo: Prof®. DSc. Adelica Aparecida Xavier — UNIMONTES (Orientadora); Prof®. DSc.
Regina Céssia Ferreira Ribeiro (Coorientadora).
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The use of plant growth promoting bacteria, such as Bacillus sp., appears as an alternative in
plant growth. This work aimed to evaluate in the field the formulation of B. pumilus (E-09) in
rice, as an inoculant in banana cultivation aimed at promoting growth. The experiment was
carried out in a banana commercial orchard, in the city of Nova Porteirinha - MG, from
September 2017 to December 2018. The experimental design was a randomized block design
in a 2 x 4 factorial scheme, treatments consisted of two varieties of banana Maca and Prata-
Ana and application of three formulations with species of microorganisms and the absolute
control. Plant growth assessments were performed during inflorescence emission. The
evaluations regarding the production of the plants were carried out in the first production
cycle. There was a significant effect of application of inoculants on plant height, pseudocaule
diameter, number of fruits per penca, penca mass, loam mass and productivity by test of
dunnett (p <0.05). In the Macé variety, inoculation of B. pumilus (E-09) showed only effect
on the number of fruits per penca and bunch mass, with an increase of 16,00 % and 18,00 %
for these variables. The variables plague mass and loam mass were higher when B.
metlylotrophicus was inoculated, and the increments obtained in these variables were 47,8%
and 10,00 %, respectively. The effect of T. asperellum inoculation was observed for plant
height and productivity, presenting an increase of 19,20 % and 25,40 % in relation to the
untreated control. The number of fruits per shoot, shoot mass, shoot mass, shoot mass and
diameter of the banana fruit were significantly influenced by the use of biological products,
especially those containing Bacillus spp.Under laboratory conditions B. pumilus ( E-09) is
maintained for up to 180 days in rice based formulation. The formulation based on B. pumilus
( E-09) increases number of fruits per bunch, bunch weight and diameter of the banana fruit;
T. asperellum increases banana productivity ‘Maga’.

Keywords: Agricultural inoculants, Formulation, Growth promotion, Rice, Musa spp.

’Guidance Committee: Prof®. DSc. Adelica Aparecida Xavier — UNIMONTES (Advisor); Prof’. DSc. Regina
Cassia Ferreira Ribeiro (Co-adviser).

70



INTRODUCAO

A bananeira (Musa spp.) é uma das fruteiras mais cultivadas nos paises tropicais e seu
fruto € um dos mais consumidos no mundo (NOMURA et al.,, 2013). A bananicultura
movimenta a economia e gera empregos diretos e indiretos, além de representar importante
fonte de renda para pequenos e grandes agricultores (SALOMAO et al., 2016).

Nas ultimas décadas um grande numero de estudos tem sido conduzido em busca de
microrganismos benéficos ao crescimento vegetal e agentes de controle bioldgico, visando o
aumento da produtividade agricola e o desenvolvimento de sistemas de producdo mais
sustentaveis. Uma das alternativas que a cada dia mais se difunde, é a utilizacdo de bactérias
promotoras de crescimento de plantas (BPCP) (SOUZA et al., 2015).

Essas bactérias, sdo encontradas principalmente na regido da rizosfera, podem atuar
como agentes protetores contra patdgenos, sintetizar fitormonios, atuar na melhoria do aporte
de nutrientes pelas plantas e induzir mudancas na fisiologia, apresentando efeitos benéficos na
germinacdo de sementes, emergéncia e crescimento de plantas (AHMAD et al., 2008).

Os géneros mais estudados incluem Bacillus, Pseudomonas, Azospirillum e
Rhizobium. A promoc¢édo do crescimento de plantas por espécies de Bacillus spp. deve-se a
mecanismos diretos pela producdo de fitohormonios, fixacdo de nitrogénio atmosférico,
solubilizacdo de fosfatos, aumento da permeabilidade das raizes e produgdo de sider6foros
(CAVALCANTE et al., 2007; KUSS et al., 2007; BALDOTTO et al., 2010; PII et al., 2015).
Produzem diversos metabdlitos e enddsporos que sao estruturas resistentes a fatores fisicos,
como elevada temperatura, radiacdo e desidratacdo (TEJERA-HERNANDEZ et al., 2011). Os
enddsporos viabilizam o preparo de formulagcdes com maior estabilidade, o que torna essas
bactérias ainda mais interessantes para o desenvolvimento de formulagdo e armazenamento
dos produtos inoculantes (TIAGO et al., 2004; PEREZ-GARCIA, 2011; LAGERLOF et al.,
2015).

Diversos estudos tém apresentado respostas positivas na utilizacdo de espécies de
Bacillus spp. para as caracteristicas fisioldgicas de crescimento em bananeiras (BASET MIA
etal., 2010; ANDRADE et al., 2014; SOUZA et al., 2017).

Na atualidade, o uso de espécies de Bacillus spp. nos solos agricolas é uma influéncia
para as interacbes e processos microbianos no solo. Podem agir como biofertilizantes,
biocontroladores e fitoestimulantes (BENEDUZI et al., 2012). Vérias espécies de Bacillus
spp. estdo disponiveis comercialmente em forma de produtos que sdo usados como
promotores de crescimento vegetal e agentes de controle bioldgico (JHA e SARAF, 2015),

como os produtos 0 Kodiak® (B. subtilis GB03), Rhizovital® (B. amyloliquefaciens FZB42),
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Ballad® (B. pumilus QST 2808), Subtilex® (B. subtilis MBI 600), Taegro® (B.
amyloliquefaciens) (PEREZ-GARCIA et al., 2011; BETTIOL et al., 2012; CHOWDHURY et
al., 2013; MONSANTO, 2015).

A utilizacdo de bactérias € uma pratica ambientalmente correta que pode conferir
sustentabilidade a varias culturas, reduzindo assim os custos de producdo e 0s impactos
ambientais causados pelo uso indiscriminado de fertilizantes no campo (PEDRAZA et al.,
2010). Entretanto, no Brasil, poucos estudos foram realizados com o uso de formula¢Ges com
Bacillus spp. na cultura da banana.

Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a formulagéo de B. pumilus (E-
09) em arroz, como inoculante na cultura da bananeira visando a promogéo de crescimento,

em condigdes de campo.

MATERIAL E METODOS

Multiplicacéo e formulacao de B. pumilus (E-09) a base de arroz

Para o preparo do inoculante sacos plasticos de polietileno autoclavaveéis de 20 x 30
cm contendo 150 g de arroz e 110 mL de &gua destilada foram utilizados para a producéo do
inoculante bioldgico a base de B. pumilus (E-09). Os sacos foram fechados, em seguida foram
autoclavados a 121 °C, por 1 hora e resfriados a temperatura ambiente, em cadmara de fluxo
laminar.

Para o preparo da suspensdo bacteriana, 1 mL contendo células de B. pumilus (E-
09) foi adicionado em 50 mL de meio Trypic-Soy-Broth (TSB), incubadas e mantidas a 28
°C por 24 horas em agitador de bandeja orbital, sob agitacdo de 200 rpm. Apos este periodo
em camara de fluxo, a suspensdo bacteriana foi adicionada individualmente aos sacos plastico
contendo arroz esterilizado, na propor¢do de 50 mL da suspensdo para cada 150 g do
veiculador. As formulagbes foram misturadas e agitadas manualmente para promover a
homegenizacdo, e em seguida foram armazenados em sala de incubacdo a 26 °C, onde
permaneceram por 24 horas, até a inoculacdo em campo.

Para estimar a quantidade de células bacterianas vidveis de B. pumilus (E-09)
presente no inoculante, 1 grama de arroz foi macerado em 9 mL de agua destilada
autoclavada. Em seguida uma aliquota de 1 mL foi transferida para tubos de ensaio com 9 mL
de &gua destilada autoclavada e agitadas em vortex em alta velocidade durante 15 minutos.

Diluices sucessivas até 10 foram feitas e, aliquotas de 0,2 mL foram plaqueadas em meio
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TSA (Trypic-Soy-Agar), contidos em placas de Petri. Apds 24 horas do plaqueamento,
realizou-se a contagem de unidades formadoras de colénia (UFCs) (VIEIRA e NAHAS,

2005). Este processo foi realizado todas as vezes que se produziu o inoculante.

Viabilidade de inoculante com B. pumilus (E-09) formulado em arroz.

Para testar a viabilidade do inoculante, 12 frascos de vidro contendo 100 g de arroz e
110 ml de &gua destilada foram autoclavados a 121 °C, por 1 hora e resfriado a temperatura
ambiente, em cadmara de fluxo laminar.

Para o preparo da suspensdo bacteriana, 1 mL de células viaveis de B. pumilus (E-09)
foi adicionado em 50 mL de meio Trypic-Soy-Broth (TSB), incubadas e mantidas a 28 °C por
24 horas em agitador de bandeja orbital, sob agitacdo de 200 rpm. Apos este periodo em
camara de fluxo, uma suspensdo bacteriana na concentragdo de 1,1x10° ufc/mL foi adicionada
individualmente nos frascos de vidro contendo arroz esterilizado, na proporcao de 50 mL da
suspensdo para cada 100 g de arroz. As formulacbes foram agitadas manualmente para
promover a homegenizacéo e incubadas nas mesmas condi¢Oes descritas anteriormente. Em
seguida, o inoculante foi mantido em geladeira a 4 °C, por um periodo de até 240 dias.

A avaliacdo da sobrevivéncia da bactéria em arroz foi realizada mensalmente. A cada
més foi realizada a quantificacdo de células bacterianas viaveis de B. pumilus (E-09) presente
no inoculante. Para isso, 1 g de arroz foi macerado em 9 mL de agua destilada autoclavada,
em seguida uma aliquota de 1 mL desse macerado foi transferido para tubos de ensaio com 9
mL de &gua destilada autoclavada e agitados em vortex em alta velocidade durante 15
minutos. DiluicBes sucessivas até 10 foram feitas e aliquotas de 0,2 mL das diluicdes 10° a
10° foram incubadas em placa de Petri contendo meio Trypic-Soy-Agar (TSA), em
triplicatas. Ap6s 24 horas do plagueamento, as coldnias bacterianas foram contadas e expressa
como numero de (UFCs) por grama de arroz (VIEIRA e NAHAS, 2005).

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, com cinco repeti¢fes. Os dados
das contagens de UFCs a cada 30 dias foram submetidos a andlise de variancia pelo teste F a

5% de significancia e analise de dispersdo dos dados.

Experimento de campo em bananal comercial, em Nova Porteirinha - MG

O experimento foi instalado em um bananal comercial, no municipio de Nova

Porteirinha/MG, no periodo de setembro de 2017 e dezembro de 2018. Foram utilizandas
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mudas micropropagadas da variedade Prata-And e Maca adquiridas da Campo Biotecnologia
Vegetal, com um padrdo minimo de 3 cm de comprimento. Estas mudas foram transplantadas
para tubetes, contendo substrato de enraizamento Bioplant® e mantidas em casa de vegetagdo
por 15 dias. Ao atingirem o comprimento de 7 cm e trés folhas totalmente expandidas, as
mudas foram transplantadas para sacos plasticos (8x15cm) com capacidade de 0,5 litros,
contendo 0 mesmo substrato de enraizamento Bioplant®, onde permaneceram por 20 dias até
0 momento do plantio.

Antes do plantio das mudas de bananeira, o solo foi amostrado na profundidade de 0 a

0,20 m, para a caracterizacao quimica e fisica do solo (Tabela 1).

TABELA 1. Analise quimica e fisica do solo, na profundidade de 0-0,20 m, fazenda Sarué,
Nova Porteirinha/MG.

Composicdo Quimica

pH MO K Ca Mg H+Al Al CTC V
Agua dag/Kg --mg/dm’--  ooeeeeeeee cmolc/dm®-------------m--- (%)
6,7 1,6 259,0 4,5 1,8 0,9 0,1 7,9 89
Composicao Fisica
Areia Silte Argila
--------------------------------------- T ——
26,3 20,0 53,7

O Delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados, em esquema
fatorial 2 x 4, sendo 2 variedades de banana Macd e Prata-And, 3 produtos testados:
inoculante formulado com isolado B. pumilus (E-09) em arroz, produtos biolGgicos
comerciais a base de Bacillus metlylotrophicus e Trichoderma asperellum e a testemunha
absoluta, com 6 repeticdes e 3 por tratamento. Os tratamentos consistiram de:

1) Testemunha absoluta Maca

2) Testemunha absoluta Prata-Ana

3) Macé + Produto biolégico a base de B. pumilus (E-09)

4) Prata-And + Produto biolégico a base de B. pumilus (E-09)

5) Magé + Produto bioldgico comercial a base de T. asperellum

6) Prata-And + Produto bioldgico comercial a base de T. asperellum
7) Macé + Produto bioldgico comercial a base de B. metlylotrophicus

8) Prata-And + Produto bioldgico comercial a base de B. metlylotrophicus
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O plantio das mudas micropropagadas de bananeira ‘Macd’ e ‘Prata-And’, foi
realizado em sulcos com profundidade de 0,20 m, no espagamento de 2,5 m x 3,0 m.

Uma semana apos o plantio das mudas, foram realizados os tratamentos com
inoculacdo dos microorganismos na superficie do solo. A formulacdo com B. pumilus (E-09)
em arroz foi aplicada na quantidade de 150 g de arroz por planta e concentracdes de 4 x 10°
UFCs mL™, aplicados ao redor de cada planta selecionada.

Para os tratamentos com inoculacdo dos produtos biologicos comerciais B.
metlylotrophicus e T. asperellum, cada planta recebeu 0,05 g do produto comercial diluido em
250 mL de agua, conforme recomendacdo do fabricante.

As adubacgdes foram realizadas de acordo com as recomendagfes para a cultura
(PEREIRA et al., 1999). O sistema de irrigacdo utilizado foi por gotejamento, com irrigacfes
realizadas diariamente. Os tratos culturais foram realizados conforme recomendacdo de
manejo para a cultura na regido, com a eliminacdo das plantas daninhas efetuada
mensalmente, e a retirada do coracdo logo apds a abertura da Gltima penca.

As avaliacdes de crescimento altura das plantas, perimetro do pseudocaule e nimero
de folhas foram realizadas no momento da emissdo da inflorescéncia. A altura da planta foi
mensurada com auxilio de uma trena semi-flexivel posicionada desde o nivel do solo até a
roseta foliar (ponto de insercdo do engaco no pseudocaule) até o ponto de insercéo da terceira
folha mais nova. O diametro do pseudocaule foi determinado com fita métrica, medindo-se a
circunferéncia do pseudocaule, em centimetros, a uma altura de 30 cm do solo. Para o nimero
de folhas considerou-se aquelas totalmente abertas.

A producéo das plantas foi caracterizada no primeiro ciclo de produgéo. A colheita foi
realizada quando os frutos atingiram o maximo crescimento e foram determinados: massa das
pencas (kg), massa do engaco (kg), numero de frutos por penca, comprimento dos frutos (cm),
diametro dos frutos (mm) e produtividade. A massa da penca e do engaco foram determinados
com o auxilio de balanca e expressos em quilogramas. Foi feita contagem direta nimero de
frutos de cada penca. O comprimento e o didametro do fruto foram mensurados no fruto central
da fileira externa de cada penca, o comprimento mensurado com o auxilio de fita métrica e o
didmetro com o uso de pagquimetro digital.

A produtividade foi calculada com base no peso do cacho versus a quantidade de
plantas por hectare e o resultado expresso em t ha™* utilizando a férmula: PROD = (peso cacho
— peso do engaco) * Numero de plantas ha™.

Os dados das caracteristicas vegetativas e de producdo foram submetidos a anélise de
variancia e as medias dos tratamentos comparados pelo teste de Scott-Knott e Dunnett a 5 %
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de probabilidade. As andlises estatisticas foram realizadas por meio do software estatistico R,
versdo 3.2.4. (R CORE TEAM, 2016).

RESULTADOS

Viabilidade do inoculante com B. pumilus (E-09) a base de arroz.

Na Figura 1 estdo descritos os valores obtidos do numero de células bacterianas
viaveis existentes por mL da formulacdo, ao longo de 240 dias incubacdo. A partir destes
dados, observa-se que o nimero de UFCs de B. pumilus (E-09) manteve um crescimento até
aos 60 dias de incubacdo. A partir deste periodo, houve uma reducdo no nimero de células
bacterianas e aos 180 dias de armazenamento quantificou-se 108 UFC/g do inoculante e, aos

210 dias nao foi verificada nenhuma viabilidade do inoculante (Figura 1).
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FIGURA 1. Determinacao da viabilidade de B. pumilus (E-09) formulado em
arroz, no periodo e 240 dias.
Avaliacdo de crescimento e produtividade de bananeira inoculadas com produtos

biol6gicos

N&o houve interacéo significativa entre as variedades e os tratamentos avaliados pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Observou-se efeito significativo da aplicacdo dos
inoculantes sobre a altura da planta, didmetro do pseudocaule (DP), nimero de frutos por
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penca (NFP), massa do cacho, massa da penca (MP), massa do engaco (ME) e produtividade
pelo teste de dunnett (p<0,05). Na variedade Maca a inoculacdo de B. pumilus E-09)
apresentou efeito apenas sobre o numero de frutos por penca (NFP) e massa do cacho (MC),
com aumento de 16,00 % e 18,00 % respectivamente. As variaveis massa da penca e massa do
engaco foram maiores quando se inoculou B. metlylotrophicus, e os incrementos obtidos
nestas variaveis foram de 47,80% e 10,00%, respectivamente (Tabela 2). O efeito da
inoculacdo de T. asperellum foi observado para altura das plantas e produtividade,
apresentando um aumento de 19,20 % e 25,40 % em relacdo a testemunha nao tratada.

A aplicacdo dos inoculantes na rizosfera da variedade Prata-And ndo influenciou a
maioria das caracteristicas de crescimento e de producdo avaliada (Tabela 2). Apenas as
plantas que receberam B. pumilus (E-09) apresentaram aumento de 21,10 % no diametro do
fruto quando comparada com a testemunha.

A inoculacdo com produtos bioldgicos a base de Bacillus apresentou desempenho nas
caracteristicas de crescimento e producdo da bananeira em campo. O tratamento com a
inoculacdo da bactéria B. pumilus (E-09) formulado em arroz, apresentou efeito significativo
para as variaveis numero de frutos por penca, massa do cacho e didmetro do fruto sendo

comparado aos produtos comerciais com espécies de T. asperellum e B. metlylotrophicus.
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TABELA 2. Médias de altura da planta, Diametro do Pseudocaule (DP), Numero de Folhas (NF), Nimero de Frutos por Penca (NFP), Massa do
Cacho (MC), Massa da Penca (MP), Comprimento do Fruto (CF), Didmetro do Fruto (DF), Massa do Engaco (ME) e Produtividade (PROD) de

bananeiras ‘Macd’ e ‘Prata-And’ inoculadas com formulacéo de B. pumilus (E-09), T. asperellum e B. metlylotrophicus.

TRATAMENTOS Altura DP (cm) NF NFP MC (Kg) MP(Kg) CF(cm) DF(mm) ME (Kg) PRhoq
m t hat
Maca + B. pumilus (E-09) Z,gns) 63,2" 10,2™ 14,0 19,6a 2,4" 17,0™ 36,2" 2,0™ (29,6 ) !
Maca + T. asperellum 31 68,4"™ 9,2™ 132" 19,2a 2,4" 17,0™ 39,1 2,0™ 30,0”
Magca + B. metlylotrophicus 30" 680" 10,6™ 136 19,3a 327 18,0™ 36,0™ 2,27 28,7"
Testemunha (Mag3) 2,6 63,4 8,4 12,0 16,6 2,3 16,2 32,6 2,00 23,6
TRATAMENTOS Altura DP (cm) NF NFP MC (Kg) MP (Kg) CF(cm) DF(mm) ME (Kg) PROD
m tha
Prata And + B. pumilus (E-09) 2,23”5) 64,8"™ 11,0 13,8™ 18,8"™ 2,5" 17,4 38,4a 2,2" (27,9”5 !
Prata And + T. asperellum 25" 652" 11,6™ 12,8™ 17,0™ 2,1™ 18,2™ 32,1™ 2,0™ 25,1™
PrataAna+ B. metlylotrophicus 2,5™  65,2™ 12,0  13,2"™ 18,8™ 2,6™ 18,8™ 34,4™ 2,2" 27,9™
Testemunha (Prata-Ang) 2,6 65,1 12,0 12,4 18,7 2,1 17,2 31,7 1,9 28,3

* significativo e ™ ndo significativo pelo teste de Dunnett a 5 % de probabilidade.
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DISCUSSAO

De acordo com os resultados obtidos para viabilidade de inoculante com B. pumilus
(E-09) a base de arroz, a bactéria se adaptou ao ambiente e as quantidades de nutrientes
disponiveis no meio mantiveram seu crescimento populacional até os 150 dias de
armazenamento.

O melhor resultado se da aos 60 dias de armazenamento, porém aos 150 dias a
concentracdo de células vidveis atende ao minimo exigido pela legislacédo brasileira. Embora
verificado declinio na sobrevivéncia do isolado na formulagdo, suas populacdes
permaneceram acima 10° UFC mL™" durante 180 dias de armazenamento. A queda brusca
deste valor pode ser justificada pelo esgotamento de nutrientes do meio de cultura e pelo
aumento dos produtos toxicos provenientes do proprio metabolismo bacteriano (ISCSS,
2009).

Bashan et al. (2014) citam que os inoculantes devem apresentar trés caracteristicas
fundamentais: 1- promover o crescimento bacteriano; 2- manter viaveis as células por um
certo periodo de tempo e 3- garantir a liberacdo de uma populacdo bacteriana que certamente
sera benéfica para as plantas na qual encontram-se associadas.

Um fator importante relacionado a producdo de um inoculante diz respeito ao tempo
de sobrevivéncia das bactérias. De acordo com a legislacdo brasileira, inoculantes comerciais
a base de microorganismos devem apresentar concentracdes minimas de 102 células viaveis
por grama do produto por um periodo minimo de 180 dias (GUIMARAES et al., 2013).

A sobrevivéncia bacteriana em material transportador é um desafio para o
desenvolvimento de produtos comerciais e formulacdes a base de Bacillus tém sido descritas
para 0 biocontrole (PEREZ-GARCIA et al, 2011; BETTIOL et al. 2012; CHOWDHURY et
al., 2013; MONSANTO, 2015) como excelentes colonizadores de raizes (VAN LOON et al.
1998).

Espécies de Pseudomonas e Bacillus sdo descritas como as mais utilizadas em
formulacBGes comerciais por apresentarem caracteristicas de um agente de biocontrole eficaz,
ou seja, a competéncia da rizosfera, promocdo do crescimento de plantas e atividade
antagonista (NAUTLYAL et al., 2002).

Assim para que as bactérias cheguem viaveis até o produtor agricola, sdo necessarios
veiculos de inoculagdo capazes de manté-las biologicamente ativas. As formulagdes também

devem apresentar a caracteristica de proteger os microorganismos de efeitos ambientais
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prejudiciais e preservar a sua atividade e eficacia na promocao do crescimento das plantas e
supressdo de doengas (VAN VEEN et al. 1997; JONES e BURGES, 1998).

Khabbaz e Abbasi (2014) avaliaram a viabilidade de células bacterianas de
Pseudomonas fluorescens e Bacillus subtilis, em formulacGes com turfa e talco em po e
verificaram a reducdo da viabilidade das células bacterianas ao longo do tempo, mas as
populagdes permaneceram acima de 10® UFC / g durante o periodo de armazenamento de 180
dias. A concentracdo de celulas vidveis de Bacillus sp. em formulacdo com arroz, obtidas
neste estudo, incentiva o desenvolvimento de estudos relacionados com as formulacdes em
maior escala para microrganismos deste género, com alta eficiéncia para atuacdo na
agricultura.

Nos resultados do experimento em campo as plantas avaliadas foram classificadas
como de porte médio, com médias variando de 2,59 m a 2,93 m de altura. Segundo Santos et
al. (2006), essa faixa de altura é adequada comercialmente, facilitando a colheita e os tratos
culturais na cultura.

Os resultados obtidos na avaliacdo das caracteristicas de producdo mostraram que,
para a variavel nimero de frutos por penca, a maior producédo foi obtida no tratamento com
aplicacdo de B. pumilus (E-09), embora ndo tenha diferido estatisticamente do tratamento B.
metlylotrophicus quando inoculadas na variedade Macé. A promocéo de crescimento vegetal
elicitada por Bacillus spp. decorre principalmente da capacidade destas bactérias produzirem
horménios vegetais e facilitarem a entrada de nutrientes, via fixacdo de nitrogénio
atmosférico, solubilizacdo de fosforo e sintese de sider6foros (ADESEMOYE et al., 2009;
BENEDUZI et al., 2012; PAZ et al., 2012), estimulando diretamente o crescimento vegetal
(PEREZ-GARCIA, 2011).

O efeito promotor de crescimento vegetal por isolados de Bacillus spp. ja foi
verificado em vaérias culturas como de tomate, milho, alface, algoddo e banana (EL
HUSSEINI et al., 2012; FAN et al., 2012; ALMAGHRABI et al., 2013; CHOWDHURY et
al., 2013; TAN et al., 2013; ANDRADE et al., 2014; SOUZA et al., 2017). Existem varios
produtos inoculantes a base desses microrganismos registrados e comercializados no mercado
mundial (PEREZ-GARCIA, 2011; CHOWDHURY et al., 2013).

Neste trabalho, o efeito benéfico similar entre as diferentes formula¢des dos produtos
bioldgicos sobre o crescimento da bananeira indica que a metodologia utilizada no preparo e
desenvolvimento do produto bioldgico, ou seja, a formulagdo em arroz com Bacillus sp. E-09
foi adequada para disponibilizar a bactéria em quantidade e viabilidade adequada para o
estabelecimento da interagéo benéfica com a planta.
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A formulagdo do inoculante € um dos pontos cruciais no desenvolvimento de novas
tecnologias, e tem representado um dos principais problemas na utilizacdo massiva das BPCP
para 0 uso comercial (ARAUJO, 2008). Varias substancias tém sido utilizadas em
formulacBes experimentais como: lactose, peptona, goma arabica e xantana, celulose, turfa
entre outras (SCHISLER et al., 2004). As variagdes nas formulagfes e seus constituintes
podem ser um dos fatores que expliguem a baixa relacdo entre a descoberta de cepas
microbianas promissoras para a agricultura e a disponibilizacdo de novos produtos biol6gicos
no mercado (BASHAN et al., 2014).

Os modos de acdo das BPCP sdo diversos e nem todas as bactérias possuem 0s
mesmos mecanismos, 0 que torna um grande desafio compreender sua interagdo com as
plantas (VEJAN et al., 2016). Uma das maiores limitacGes relacionadas ao uso pratico de
BPCP as plantas, visando uma agricultura sustentavel, € a inconsisténcia e a variabilidade dos
resultados obtidos em ensaios laboratoriais, casa de vegetacdo e campo, ou mesmo entre
diferentes condi¢cdes de campo, prejudicando o desenvolvimento de produtos microbianos
comerciais formulados (PARNELL et al. 2016).

Entretanto, cabe ressaltar que no presente trabalho, os tratamentos a base de produtos
biolégicos aumentaram as variaveis avaliadas, em relacdo aos obtidos na testemunha. As
variavéis como numero de frutos por penca, massa do cacho, massa da penca, massa do
engaco, assimo como o diametro do fruto, foram significativamente influenciados pelo uso
dos produtos biolégicos, principalmente os contendo espécies de Bacillus spp.

Desta forma, muito ainda deve ser pesquisado para o entendimento de como BPCP
interagem com as plantas e quais mecanismos estdo envolvidos na promoc¢édo de crescimento
vegetal de modo a desenvolver bioinoculantes formulados com BPCPs que atuem
consistentemente, mesmo em diferentes condicdes e culturas. Porém, identifica-se aqui um

grande potencial a ser explorado.

CONCLUSAO

Nas condicdes de laboratorio, B. pumilus (E-09) se mantém viavel até 180 dias na
formulacéo a base de arroz e, quando inoculado em bananeiras recém-plantadas, aumenta o
namero de frutos por penca, massa do cacho e o didmetro do fruto do primeiro ciclo de

producéo das bananeiras ‘Prata-Ana’ e ‘Maga’.
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CONCLUSAO GERAL

As épocas de aplicacdo dos isolados bacterianos interferem no controle da murcha de
Fusarium e M. javanica em mudas micropropagadas de bananeira ‘Prata-An&’.

Os isolados B. subtilis (R-34), Bacillus sp. (E-07), B. pumilus (E-09) e Bacillus sp. (E-
13) reduzem o indice de gravidade da doenca quando aplicados ap6s o plantio das mudas de
bananeira ‘Prata-Ana’ em vasos.

Os isolados B. subtilis (R-34), B. subtilis (R-42), Bacillus sp. (R-76) e B. pumilus (E-
09) reduzem a capacidade reprodutiva de M. javanica, quando aplicados na aclimatacdo e
apo6s o plantio de mudas de bananeira ‘Prata And’ em vasos.

O isolado B. pumilus (E-09) reduz a reproducdo de nematoides e a severidade da
murcha de Fusarium, apresentando potencial para o tratamento de mudas de bananeira
visando o controle de M. javanica e do Mal do Panama.

Nas condicdes de laboratorio, B. pumilus (E-09) se mantém viavel até 180 dias na
formulacdo a base de arroz e, quando inoculado em bananeiras recém-plantadas, aumenta o
namero de frutos por penca, massa do cacho e o didmetro do fruto do primeiro ciclo de

producdo das bananeiras ‘Prata-And’ e ‘Maga’.
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