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Utopia

“[...] ella estad en el horizonte.

Me acerco dos pasos, ella se aleja dos pasos.

Camino diez pasos y el horizonte se corre diez pasos mds alld.
Por mucho que yo camine, nunca la alcanzare.

Para que sirve la utopia? Para eso sirve: para caminhar!”

Fernando Birri apud Eduardo Galeano
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CAPITULO 1 - REFERENCIAL TEORICO

O Brasil é um dos principais produtores de tomate, com uma produgdo superior a 4,4
milhdes de toneladas. O Nordeste destaca-se como a terceira regido produtora deste fruto,
produzindo 622.215 toneladas, sendo o Estado do Maranh&o o sexto em produgéo, com pouco
mais de 3,9 mil toneladas em 193 hectares de area colhida (IBGE, 2015).

Embora se reconhega o potencial da tomaticultura, sabe-se que esta cultura esta sujeita a
ocorréncia de varias doencas influenciadas, por exemplo, pelo clima, tipo da cultivar plantada,
qualidade da semente, tipo de solo, manejo da cultura, dentre outros, que, somados a escassez
de medidas eficientes de controle de patdégenos, podem inviabilizar a producio.

Entre as doengas de importancia economica que afetam o tomateiro destaca-se a Fusariose
do tomateiro causada pelo fungo Fusarium oxysporum Schlecht f. sp. lycopersici Snyder;
Hansen (KUROSAWA; PAVAN, 1997; JULIATTI, 2001; SOTOYAMA et al., 2016; KUMAR
etal., 2017).

A deficiéncia no controle desta doenga, associada as condi¢cdes ambientais favoraveis ao
fungo, inviabilizam economicamente o cultivo do tomate no Estado do Maranho. Tal situagdo
eleva o custo da produg¢do, diminui a acessibilidade da populagdo e exige a importagdo desta
hortalica de outros Estados, acarretando prejuizos para o produtor local e 6nus ao consumidor,
o que reflete de forma negativa na cadeia produtiva.

Além disso, ha uma necessidade urgente de aceitacdo mundial do uso de agentes
bioldgicos para o controle de doencas, parcialmente em resposta a preocupagdo publica com o
uso de pesticidas quimicos toxicos, as vezes em violagdo da legislagdo existente, conforme
observado no relatério da ANVISA (2016), mas também para o controle de doencas que ndo
podem ou sdo parcialmente gerenciadas por outras estratégias de controle.

O uso de cultivares resistente constitui o método mais eficiente de controle desta doenga,
contudo existem algumas limitagdes como o nivel de resisténcia parcial e quase sempre néo
estd disponivel aos produtores, principalmente no estado do Maranhdo. Em face de
indisponibilidade de cultivares de tomateiro com resisténcia a Fusariose do tomateiro e, em
alguns casos, a necessidade do uso de cultivares suscetiveis mais produtivas, métodos de
controle alternativos devem ser pesquisados.

As medidas de controle da doenga, sejam culturais ou que tenham como base o uso de
produtos quimicos, sdo pouco efetivas e com elevados custos, acarretando d6nus na produgéo
(JONES; WOLTZ, 1981). O uso de agroquimicos causa danos irreversiveis ao meio ambiente

e a saude do homem. Sistemas de producdo alternativos ou ndo convencionais podem ser



importantes em reduzir os impactos ambientais e sociais causados pelo atual modelo de
produgdo agricola. Com a introducéo desses sistemas, reduzem-se os riscos de poluigédo e de
intoxicacdo de operadores, consumidores ¢ meio ambiente (PAUL; LADE, 2014; PRATHAP;
RANJITHA-KUMARI, 2014).

Nesse contexto, a resisténcia sist€émica adquirida (RSA) pode ser uma alternativa viavel
no controle da Fusariose do tomateiro a RSA resulta da ativacdo do sistema de defesa da planta,
por elicitores bidticos e/ou abidticos, com a indugdo e expressdo de mecanismos relacionados
com a producdo de substancias toxicas ao patogeno e/ou formagéo de barreiras estruturais que
restringem a colonizagdo dos tecidos (KUC, 2001; CHITHRASHREE et al., 2011;
CHOWDAPPA et al., 2013; PAUL; LADE, 2014; BOUKERMA et al., 2017).

Como alternativas promissoras, rizobactérias promotoras de crescimento de plantas
(PGPR) tém sido relatadas como protetores hospedeiros contra infec¢des fungicas (DROBY et
al., 2009; SOTOYAMA et al., 2016; BOUKERMA et al., 2017). Além disso, foi relatado que
o PGPR pode aumentar a atividade de enzimas relacionadas a defesa de plantas e aumentar a
expressdo génica (KIM et al., 2015; SHAHZAD et al., 2017). Além disso, a pesquisa também
mostra que o PGPR tem ampla atividade antifungica (SOTOYAMA et al., 2016).

Isolados de Bacillus vem se destacando como controladores biolégicos contra murcha de
Fusarium em tomateiro, agindo como indutores de resisténcia contra a doenca a partir da
expressdo de genes de defesa relacionada com a producdo de quitinases, glucanases,
peroxidases, dentre outras enzimas relacionadas com a patogenicidade (VAIKUNTAPU et al.,
2014; AKRAM et al., 2015; SOTOYAMA et al., 2016)

Assim o uso de PGPR’s como promotoras de crescimento vegetal e de indutores de
resisténcia a doengas caracteriza uma medida alternativa, buscando o desenvolvimento
sustentavel dentro dos principios agroecoldgicos proporcionando uma significativa reducdo dos
impactos ambientais que os agroquimicos vém causando ao longo dos anos.

Na perspectiva de mudar o panorama no qual se encontra o Estado do Maranh&o, em
relacdo a produgdo de tomate e o desequilibrio ambiental, buscou-se estudar a promogéo de
crescimento vegetal, aliada a inducdo de resisténcia contra patdgenos, como alternativa
ecoldgica no controle da fusariose do tomateiro, causada por Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici, validando o processo indutivo pela avaliagdo qualitativa e quantitativa das enzimas
envolvidas no processo de reducdo da severidade da doenga, além da quantificagdo de

fitohormdnios como pardmetro bioquimico para a promogdo de crescimento.



O Hospedeiro: Tomate

O tomate ¢ uma hortali¢ga muito popular na gastronomia mundial. Pode ser consumido in
natura ou em derivados, sendo apreciado em varios paises, tanto pela qualidade de sabor,
quanto também pela grande concentragdo de substancias benéficas ao organismo humano, como
por exemplo o licopeno, que estd associada a prevenc¢ao do cancer de prdstata (LOPES, 2005).

O tomateiro pertence a classe Dicotiledoneae, ordem Tubiflorae e familia Solanaceae.
Originalmente, de acordo com Linnaeus, o tomateiro foi inicialmente integrado ao género
Solanum, recebendo a denominag¢do Solanum lycopersicon L.. Entretanto em 1754, Miller,
reclassificou o tomateiro, criando um novo género denominado Lycopersicon, renomeando o
tomateiro cultivado como Lycopersicon esculentum Mill. (ALVARENGA, 2004). Contudo,
estudos baseados em técnicas moleculares utilizando DNA mitocondrial, demonstraram que os
tomateiros e as espécies do género Solanum, tais como as batatas, estdo muito relacionados
filogeneticamente, apoiando desta forma a incluso das espécies de tomate novamente dentro
do género Solanum, retornando para a nomenclatura inicialmente imposta por Linnaeus (S.
lycopersicon L.), gerando muitas divergéncias entre botanicos adeptos a taxonomia cléssica e
adeptos de técnicas mais modernas (PERALTA; SPOONER, 2000).

A floragdo e a frutificacdo ocorrem juntamente com o crescimento vegetativo. As folhas
pecioladas sdo compostas por numeros impares de foliolos. Possui sistema radicular constituido
de raiz principal, raizes secundarias e raizes adventicias (ALVARENGA, 2004). A planta
apresenta dois habitos de crescimento que condiciona o tipo de cultura: o indeterminado,
caracterizado pelo crescimento rasteiro e com produgdo voltada ao aproveitamento industrial,
e o determinado, que possui crescimento ereto e ¢ comumente consumido “in natura”. As flores
agrupam-se em cachos e s3o hermafroditas. Normalmente a planta € autopolinizada,
apresentando baixa incidéncia de frutos.

Os frutos sdo bagas carnosas e suculentas, bi, tri ou plurilocular, que se desenvolve a
partir de um ovario com 5-10 mg de peso e alcan¢a, quando maduro, peso final entre 5 e 500
g, dependendo da cultivar e das condi¢des de desenvolvimento (ALVARENGA, 2004). Apos
amadurecimento, sd@o de um vermelho vivo em razdo do acumulo do carotenoide licopeno. As
sementes sdo pilosas pequenas e o sistema radicular é condicionado pelo tipo de cultura
(FILGUEIRA, 2000).

Em 2011, o Brasil produziu 4,4 milhdes de toneladas de tomate, havendo um aumento
tanto da producdo quanto na area plantada da cultura em relacdo ao ano de 2010. A regido

Nordeste destacou-se como a terceira maior produtora, com uma produgao de 622.215 toneladas
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deste fruto. Dentre os Estados do Nordeste, o Maranhdo ocupa a 6° posi¢do na producdo de

tomate com 3,9 mil toneladas em 193 hectares de area plantada (IBGE, 2015).

O Patogeno: Fusarium

O género Fusarium pertence atualmente ao filo Ascomycota, classe Ascomycetes e
ordem Hypocreales. Espécies fitopatogénicas distribuidas dentro do género Fusarium, dentre
as quais F. oxysporum, tem sua fase teleomorfica desconhecida, sendo uma espécie grupo
composta de dezenas de espécies que necessitam ser claramente definidas e separadas de
maneira adequada. Além de importante patégeno de planta, F. oxysporum tem sido associado
com varias doengas humanas que incluem infec¢des da cornea, diversos tipos de dermatites,
infecgdes localizadas e sistémicas (LESLIE; SUMMERELL, 2006).

As espécies de Fusarium que causam murchas vasculares em plantas sdo todas
classificadas como Fusarium oxysporum (ALEXOUPOULOS et al., 1996), que forma um
complexo de fungos habitantes de solo, compostos por pardtipos classificados em varias formae
speciales, com base em critério patogénico. Cada grupo de formae speciales é patogénico a uma
espécie ou a um grupo de plantas em particular, demonstrando o elevado grau de especificidade
de hospedeiro (NELSON et al., 1983).

Dentre algumas doencas de importancia econdmica podem ser citadas: murcha-do-
algodoeiro (F. oxysporum f. sp. vasinfectum), Fusariose do tomateiro (F. oxysporum f. sp.
lycopersici), murcha-da-bananeira (F. oxysporum f. sp. cubense) e murcha-de-fusarium-do-
feijoeiro (F. oxysporum f. sp. phaseoli) (BEDENDQO, 1995).

Das formas especializadas de F. oxysporum, uma das mais importantes em hortali¢as no
Brasil tem sido a espécie Fusarium oxysporum Schlechtend.:Fr. f. sp. lycopersici (Sacc.) W.C
Snyder & H.N. Hansen, causadora da Fusariose do tomateiro (REIS; LOPES, 2007). O agente
causal desta doencga recebeu inicialmente a denominagdo Fusarium oxysporum Achal. subsp.
lycopersici Sacc.,1886. Depois o denominaram Fusarium lycopersici Sacc. em 1935 e foi
novamente classificado recebendo a denominag¢ao de Fusarium bulbigenum (Cke. e Mass.) Wr.
e Reinking, em 1935. Finalmente, o nome do patdgeno foi reclassificado e fixado como
Fusarium oxysporum ft. sp. lycopersici (Sacc.) W.C Snyder & H.N. Hansen, em 1940 (VALE
et al., 2000).

A espécie F. oxysporum f.sp. lycopersici é agrupada em trés ragas fisioldgicas (1, 2 e 3)
conforme as suas habilidades de infectar e causar doenga em uma série de cultivares possuidoras

de genes em diferentes loci de resisténcia (BOHN; TUCKER, 1940). A Fusariose do tomateiro



11

em espécies do género Solanum esta restrita as espécies Solanum lycopersicon L. e Solanum
pimpinellifolium L., muito embora possa afetar outras solanidceas ornamentais malvaceas e
gramineas (VALE et al., 2000).

O fungo F. oxysporum f. sp. lycopersici apresenta micélio septado, coldnias pouco
coloridas inicialmente, mas com a idade tornam-se amarelas, com aspecto palido e, sob
determinadas condi¢des, adquire cor rosa palida ou coloragdo purptrea (VALE et al., 2000).
Nesta espécie sdo produzidos dois tipos de esporos assexuais, 0s microconidios e
macroconidios, além de estruturas de resisténcia denominadas clamidosporos (AGRIOS, 2005)
Os microconidios sio produzidos abundantemente em fialides simples, apresentando formato
oval a elipsdide, ligeiramente curvados e sem septos, medindo 5,5-14,5 um x 2-3,5 um (média
5,7 x 2,6 um). Os macroconidios sdo esparsos a abundantes, produzidos em conidiéforos ou na
superficie de esporodoquios, apresentando formato fuséide e pontiagudos nas extremidades,
com as paredes finas e trés a cinco septos, medindo 23,5-36 um x 3,5-5,5 um (média 31,2 x 39
um). Os clamiddsporos apresentam paredes espessas, duplas e rugosas, formato globoso e
podem ser formados isolados ou nas extremidades de conidi6foros ou intercalados nas hifas ou
nos macroconidios, constituindo as estruturas de resisténcia (NELSON et al., 1983; LESLIE;
SUMMERELL, 2006). E comum aparecer macroconidios na superficie das plantas mortas pelo
patdégeno, formando agrupamentos semelhantes aos esporodoquios (AGRIOS, 2005).

Os clamiddsporos de F. oxysporum podem ter uma ou duas células (KUROSAWA;
PAVAN, 1997). Estes esporos sdo resultantes da transformacao das hifas, medindo de 7-11 pm
(VALE et al., 2000). Clamidosporos s3o considerados estruturas de resisténcia do patéogeno e
podem permanecer vidveis no solo na auséncia do hospedeiro por anos. Reforcando a
importancia da adocdo de medidas que impecam a entrada do fungo em areas onde ainda ndo

foi constatada a patologia (COSTA et al., 2007).

Descriciio da Doenca: Fusariose do Tomateiro

A Fusariose do tomateiro ¢ uma doenga ocorre em todos os estados brasileiros, causando
dréstica redugdo na colheita, morte prematura das plantas ou destrui¢do de todas as plantas
(JULIATTI, 2001).

A primeira ocorréncia de fusariose do tomateiro no Brasil foi em 1938, no municipio de
Pesqueira, Sertdo de Pernambuco (DESLANDES, 1940). Atualmente, encontra-se amplamente

distribuida em todo o territdrio nacional, provocando destruicdo quase total das plantas ou
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reduzindo drasticamente o periodo de colheita e produtividade da lavoura, devido a queda
prematura dos frutos e elevada mortalidade de plantas.

Este fungo € morfologicamente similar a outros membros da espécie F. oxysporum, mas
separado por sua especializagdo fisiologica e patologica ao tomateiro (CORRELL, 1992;
KATAN et al., 1994) e sobrevive entre as estacdes de cultivo do tomateiro, permanecendo
dormente na forma de clamidosporos em tecidos deteriorados do hospedeiro e no solo
(NELSON, 1981).

Os clamiddsporos germinam sobre as raizes da planta e o tubo germinativo resultante
deste processo penetra diretamente no interior da planta através de ferimentos. Apos ocorrer a
adesdo de hifas nas células epidermais e corticais do hospedeiro, estas sdo penetradas por hifas
constritas que causam degradag¢do local da parede celular (BECKMAN, 1987). A penetra¢do
ocorre mais frequentemente através das extremidades de raizes, onde aberturas naturais na
parede celular ou ferimentos provocados pelo atrito das raizes com o solo provém uma entrada
para o tecido vascular em desenvolvimento (NELSON, 1981).

Apds a penetragdo, as hifas crescem em dire¢do aos vasos do xilema e passam a se
desenvolver no seu interior, colonizando as células do feixe vascular, produzindo esporos e
promovendo a distribui¢do sist€émica do fungo pela planta, através da corrente ascendente de
seiva bruta. Com a evolugdo da colonizagdo, ocorre o bloqueio dos vasos infectados, limitando
parcial ou totalmente a passagem da agua e elementos minerais para a parte aérea da planta
(BECKMAN, 1987). O nivel de extensdo da coloniza¢do no hospedeiro por F. oxysporum f.sp.
lycopersici determina o grau de expressdo dos sintomas (GAO et al., 1995).

Os sintomas mais evidentes da doenca s@o o amarelecimento das folhas, a partir das mais
velhas, seguido de murcha da planta (LOPES; SANTOS, 1994). Externamente, os sintomas da
Fusariose do tomateiro iniciam-se pelas folhas basais que perdem a turgidez, tornam-se
amareladas, apresentam crestamento do limbo e, finalmente, caem. Quando se corta
transversalmente a raiz ou o caule de uma planta doente, pode-se observar o tipico
escurecimento de vasos, que evidencia a presenga do patégeno (NELSON, 1981).

O escurecimento dos feixes vasculares resulta da oxidagdo e polimerizagdo de
hidroxifendis e acdo da oxidase, embora as toxinas produzidas pelo fungo possam estar
envolvidas indiretamente na exibi¢do da murcha, tendo em vista servirem como incitadores de
mecanismos de resisténcia do hospedeiro, tal como a deposicdo de géis e tiloses, que podem
obstruir os vasos do xilema e contribuir para a sindrome da doenga (BECKMAN, 1987).

Com a morte da planta, clamidosporos sdo produzidos e permanecem dormentes até que

as condi¢des sejam favoraveis ao seu desenvolvimento. Os clamidosporos podem ser
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disseminados, na area de plantio, através do movimento de solo provocado por vento, agua ou
implementos. A disseminacéo local do patdogeno também ocorre através da agua de irrigagéo,
mudas infectadas ou solo infestado da sementeira. A disseminagdo a longa distancia ocorre
através de mudas infectadas ou via sementes, no interior ou na superficie das mesmas

(BECKMAN, 1987; JONES, 1991; KUROSAWA; PAVAN, 1997; AGRIOS, 2005).

Estratégias de Manejo de Doencas

As medidas preconizadas para o controle da Fusariose do tomateiro envolvem: a) uso de
cultivares resistentes; b) manipulago da fertilidade do solo, como adicionar calcério para obter
pH no minimo 7,0; evitar o uso de micronutrientes; evitar o uso excessivo de fosforo e
magnésio; usar nitrogénio na forma de nitrato, evitando a forma amoniacal; aplicar fertilizantes
em faixas proximas as raizes e ndo diretamente na cova; ¢) impedir a drenagem de dgua de local
infestado para novas areas de plantio; d) permitir que o solo repouse antes do plantio; e) uso da
rotagdo de culturas com plantas n3o hospedeiras por cinco a sete anos; f) prevenir a
disseminag¢do do patogeno eliminando o movimento de solo infestado, bem como o transito de
maquinas, animais e operarios de lavouras doentes para areas livres da doenga; g) eliminar os
restos culturais diminuindo, assim, o inoculo inicial para o préximo ciclo da cultura
(BECKMAN, 1987; JONES, 1991; LOPES; SANTOS, 1994).

O controle da maioria das doengas da cultura do tomateiro ¢ feito através do uso
indiscriminado de fungicidas, com aplica¢do de superdosagens e/ou niimeros excessivos de
aplicagdo, o que caracteriza riscos a saide humana, principalmente quando hé o desrespeito do
periodo de caréncia, bem como riscos ao ambiente, caracterizados principalmente pelos longos
periodos de persisténcia dos principios ativos no ambiente, além de desequilibrio ou
desregulacdo de processos ecoldgicos essenciais para o funcionamento do agroecossistema.
Segundo NAGARAJKUMAR et al. (2004), existe a necessidade de novas formas de controle,
uma vez que o controle quimico possui dificil execugdo e elevados custos, podendo resultar em
contaminagdes do solo, bem como no surgimento de populagdes resistentes do patogeno.

Os problemas ambientais tém comprometido a producdo de alimentos. Esta, por sua vez,
tem sido apontada como um dos responsaveis por danos ao ambiente ¢ a saide humana em
decorréncia do uso indiscriminado de agroquimicos, que também possibilita aos patogenos
adquirirem resisténcia a determinado produto. Os consumidores por sua vez fazem restrigdes

aos alimentos produzidos com base nos agroquimicos.
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Segundo COSTA e CAMPANHOLA (1997), a conservagdo do meio ambiente, além de
ter um beneficio social, tende a tornar-se um componente importante, gerando competitividade
entre os produtos atualmente presentes no mercado. Isso tem levado a busca de alternativas
sustentaveis, como a indugdo de resisténcia como medida de defesa vegetal a ocorréncia de

patogenos.
Inducio de Resisténcia

A resisténcia do hospedeiro a uma doenga pode ser definida, sob o aspecto fisiologico,
como a capacidade da planta em atrasar ou evitar a entrada e/ou a subseqiiente atividade de um
patogeno nos tecidos da mesma (AGRIOS, 2005).

As plantas s3o continuamente expostas a um grande nimero de patégenos, como
resultado, apresentam um complexo mecanismo de defesa para reconhecer e se proteger, através
do desenvolvimento de barreiras, como mecanismos de defesa pré e pos-formados que
restringem a infeccdo/colonizagdo. Em ambas as categorias, os fatores envolvidos na resisténcia
podem ser subdivididos em estruturais ou bioquimicos. Os estruturais atuam como barreiras
fisicas, enquanto os bioquimicos atuam através da produgdo de substincias toxicas ou
repelentes ao patégeno ou criando condi¢des adversas ao estabelecimento deste na planta
(SBALCHEIRO, 2006; MAZARO, 2007).

A indugdo de resisténcia é uma medida alternativa que pode ser utilizada no manejo
integrado de doengas, principalmente naquelas onde o controle quimico ¢ ainda pouco efetivo
(PASCHOLATI, 2003). Apesar da indugdo de resisténcia ser estudada desde o inicio do século
XX (ARAUIJO et al., 2003), apenas recentemente suas potencialidades para o controle de
doengas tem sido destacadas (GORLACH et al., 1996; CAVALCANTI et al., 2005).

Indutores podem ser usados para ativar mecanismos de defesa por meio de agdo direta de
moléculas elicitoras ou da inducdo da ativagdo de genes que codificam a sintese de fatores de
resisténcia. Na inducdo da resisténcia, mecanismos latentes de defesa da planta sdo ativados por
agentes indutores bioldgicos, fisicos ou quimicos (EL-GHAOUTH et al., 1998). Uma vez
ativada, a resisténcia confere prote¢do inespecifica, caracterizada ndo somente pelos diferentes
indutores que podem ser utilizados, como pelo amplo espectro de patdgenos contra os quais a
planta fica protegida (STICHER et al., 1997).

Quando o controle acontece por intermédio da indug@o de resisténcia, normalmente

possui duas caracteristicas altamente desejaveis: a amplitude da eficiéncia, que consiste na
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protecdo contra multiplos patdgenos; e a acdo sistémica, caracteristica que confere defesa além
da regido de aplicacdo do indutor, a planta como um todo manifesta o estado indutivo.

Esse estado é denominado de “condicionamento™ ou “sensibiliza¢cdo”, uma vez que a
planta responde com mais eficiéncia e eficacia contra as tentativas de colonizagdo pelo
patdégeno (STICHER et al., 1997). Quando a planta ¢ induzida pela presen¢a de um elicitor, sdo
perceptiveis alteragdes em seu metabolismo. Porém, quando comparada a uma planta induzida
com mesmo elicitor e posteriormente desafiada com o patdgeno, nota-se que as alteragdes no
metabolismo sdo mais intensas do que na planta apenas desafiada ou apenas induzida,
evidenciando-se que a planta esta mais capacitada para responder a presenca do patégeno.

A presenga do patdgeno, apos a indugdo, altera a expressao dos eventos bioquimicos, bem
como, promove o acionamento de outros mecanismos, enquanto que plantas nio induzidas e
inoculadas com o patégeno apresentam menor magnitude desses eventos bioquimicos. Dessa
forma, quando as plantas sdo pré-inoculadas com um microorganismo, embora pouco se
observe em termos de altera¢des bioquimicas, a planta sistematicamente protegida reage de
forma mais rapida e eficientemente ao desafio com um patoégeno virulento (STICHER et al.,
1997; HEIL; BOSTOCK, 2002).

Essas relagdes reforcam a complexidade envolvida na indugdo de resisténcia, com a
ativagdo de varios processos, incluindo hipersensibilidade, barreiras estruturais, aumento da
sintese de fitoalexinas e acimulo de proteinas relacionadas a patogénese (PRPs), como a
hidrolase beta-1,3-glucanase, que degrada paredes celulares de patogenos flngicos
(HAMMERSCHMIDT, 1999). Esses sinais percorrem toda a planta, sistemicamente ou
induzindo sua sintese em cadeia, num processo de autogenia. Genes de resisténcia, até o
momento inativos, sdo ativados e se expressam para a sintese dos componentes de resisténcia
(VAN LOON et al., 1998).

A reacdo de hipersensibilidade em plantas é considerada como um dos principais eventos
da resposta de defesa da planta contra o ataque de patogenos, se caracterizando por ser uma
resposta rapida e localizada, ou seja, que ocorre no sitio de infec¢do do patogeno.

Dentre as principais caracteristicas da resposta estdo o rapido e localizado colapso do
tecido vegetal ao redor do sitio de infecg¢do, ocasionado pela liberagdo de compostos toxicos,
os quais também atuam, em alguns casos, diretamente sobre o patdgeno, ocasionando sua morte
(AGRIOS, 2005). Ela envolve sucessivos eventos e sinais que compreendem desde o
reconhecimento entre o patégeno e o hospedeiro até o colapso celular vegetal localizado.
Caracterizando a primeira etapa da resposta de defesa da planta, sendo seguida de outras

alteragdes, quer seja no sitio de infec¢do ou em toda a planta (VERBENE et al., 2000).
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Assume-se que Resisténcia Sistémica Adquirida (RSA/SAR - “Systemic Acquired
Resistance™) envolve o acimulo de PRPs como mecanismo de defesa da planta, sua indugéo ¢
salicilato dependente, podendo resultar em altera¢des visuais (necroses, por exemplo) e
geralmente ¢ induzida por patdégenos ou ativadores quimicos. No caso da Resisténcia Sistémica
Induzida (RSI/ISR - “Induced Systemic Resistance™), ndo ha acimulo de PRPs, a planta que
sofreu inducdo ndo exibe alteracdes, o agente elicitor é usualmente um microrganismo nao-
patogénico e o fendmeno néo é salicilato dependente, parecendo haver outra rota de sinalizagéo
associada a jasmonatos e etileno (ROMEIRO; GARCIA, 2009).

Em contraponto, trabalhos mais recentes afirmam que a utilizagdo de microrganismos néo
patogénicos, como PGPR’s pode aumentar a atividade de enzimas relacionadas a defesa de
plantas, aumentando a expressdo génica (KIM et al., 2015; SHAHZAD et al., 2017)

Os genes de resisténcia estdo associados com o aumento do acido salicilico (AS), acido
jasmonico (AJ) e etileno (ET) (JALALI et al., 2006). A resisténcia sistémica adquirida (RSA)
estd associada ao AS, o qual € o sinalizador para a expressao de certas proteinas relacionadas a
patogenicidade (GRUNER et al., 2003; GLAZEBROOK, 2005).

O principal papel fisiologico atribuido ao AS na planta ¢ o de funcionar como uma
molécula sinalizadora, induzindo-a a expressar resisténcia contra o ataque de predadores. Esta
funcdo foi sugerida em decorréncia do AS se acumular em plantas submetidas a condigdes
adversas, quer seja por ataque patogénico, quer pelo tratamento da planta com elicitores
quimicos, e por sua propriedade de induzir a expressdo de genes ligados a varias PR-Proteinas
(MARTINEZ et al., 2000).

O 4cido jasmonico (AJ) e seus derivados (jasmonatos) estdo relacionados a mecanismos
de defesa vegetal. Eles induzem a expressdo de genes que codificam proteinas especificas,
como inibidores de proteases, enzimas envolvidas com a producdo de flavonoides, bem como
diferentes proteinas relacionadas com doengas (CORTES, 2000), desempenhando ainda papel
importante na defesa das plantas contra danos causados por raios UV-B (SCHALLER, 2001).

Morfoldgica e fisiologicamente, os jasmonatos apresentam tanto efeito promotor como
inibidor nos vegetais, sendo alguns destes efeitos semelhantes aqueles causados pelo acido
abscisico e pelo etileno. Existem estudos mostrando a acdo dos jasmonatos sobre a senescéncia,
acumulo de proteinas de armazenamento, desenvolvimento de embrides e biossintese de
metabolitos secundarios (CARLETTI et al., 1999).

O etileno estd envolvido nos processos de resposta a estresses de carater bidtico ou

abidtico como ataques de patdgenos e injdrias nos tecidos vegetais e pode estar associado a
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outros hormdnios como auxina, AJ, AS. O etileno também pode ajudar a planta a distinguir um
simbionte benéfico de um patogénico (LYNCH; BROW, 1997).

As alteragdes enzimaticas podem estar relacionadas aos aspectos fisioldgicos combinados
a indugdo de resisténcia da planta a doengas. Varios relatos demonstram a relagdo existente
entre expressao da resisténcia sistémica induzida e enzimas como peroxidase, polifenoloxidase,
fenilalanina amonia-liase, $-1,3-glucanase e quitinase (VAN LOON et al., 1998).

Diversos agentes podem induzir a produgdo de sinais no vegetal, disparando rea¢des que
culminardo em protecdo duradoura contra uma ampla gama de fitopatégenos (SOBRINHO et
al., 2005). O composto sintético éster-S-metil do 4cido benzo-(1,2,3)-tiadiazol-7-carbotidico
(acibenzolar-S-metil, ASM, BTH, CGA 245704, Bion®, Actigard®), derivado do
benzotiadiazol, ¢ um analogo do acido salicilico e tem sido amplamente estudado como agente
indutor da RSA (TERRY; JOYCE, 2004).

A indugfo de resisténcia com a utilizagdo de quitosana foi demonstrada em diversas
culturas como o feijoeiro, em que o elicitor provocou o aumento na atividade de glucanase (DI
PIERO; GARDA, 2008). Na avalia¢do do efeito da quitosana na indugdo de resisténcia a
Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum, em plantas de caupi, verificou-se a reduc¢do da
severidade da doenga e o aumento da atividade da fenilalanina amodnia-liase e -1,3-glucanase
(RODRIGUES et al., 2006). CAVALCANTI et al. (2006) avaliaram alguns indutores, entre
eles a suspensdo de quitosana proveniente de micélio de Moniliophthora perniciosa (Stahel)
Aime & Phillips-Mora, e¢ obtiveram protecdo em plantas de tomateiro atacadas por
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria.

O tratamento de algumas plantas com extrato aquoso de nim proporcionou um controle
de muitas doencas fingicas através de alteragdes metabdlicas em plantas, incluindo a indugéo
de enzimas de biossintese de fenol, enzima antioxidante defensiva e acumulo de fenol, atividade
de peroxidase, catalase e superoxido dismutase (GULERIA; KUMAR, 2006; ABOELLIL,
2007; FARAG HANAA et al., 2011).

O Biopirol ¢ um fertilizante foliar e/ou radicular de alto desempenho a base de extrato
pirolenhoso. A solugdo organica ¢ originada da carboniza¢do da madeira, que apresenta
algumas semelhangas com os 4cidos hiimicos, por serem ambos derivados da transformagéo da
lignina e de outros componentes de residuos vegetais (COELHO et al., 2003). O produto, assim
como o ASM, ndo apresenta efeito sobre o crecimento micelial de Fusarium oxysporum f. sp.

lycopersici (CRUZ et al., 2011).
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Mecanismos Bioquimicos envolvidos na Inducio de Resisténcia

O envolvimento de macromoléculas em intera¢des patégeno-planta, do ponto de vista de
resisténcia ¢ de fisiologia do parasitismo, ¢ conhecida had bastante tempo, seja como
mecanismos pré-existentes (AGRIOS, 2005) seja como poés-formados (STICHER et al., 1997).

As plantas respondem ao ataque de patdgenos ativando multiplos mecanismos de defesa
para proteger-se da infec¢@o. Muitas vezes, essas rapidas respostas celulares sdo provocadas
pelo reconhecimento de agentes patogénicos especificos (elicitores) e a ativagdo de caminhos
de transducdo altamente regulados. O objetivo principal desses caminhos € o nucleo da célula,
onde os sinais levam a ativacdo de uma grande quantidade de genes de defesa (MALECK et
al., 2000). Os produtos desses genes incluem proteinas relacionadas ao patégeno bem como
enzimas implicadas na biossintese de metabolitos protetores secundarios.

A resisténcia sistémica adquirida (RSA) envolve indu¢do de mecanismos de defesa
latentes que conferem prote¢do contra um amplo espectro de microrganismos (RYALS et al.,
1996; DURRANG; DONG, 2004). Tal ativagdo pode ser obtida pelo tratamento da planta com
agentes bioticos como uso de microrganismos viaveis ou atenuados (STANGARLIN;
PASCHOLATI, 1994; SILVA et al., 2007, MACAGNAN et al., 2008; STADNIK; PAULERT,
2008; K.R.F. etal., 2012; STADNIK; FREITAS, 2012) ou com agentes abidticos como o acido
salicilico (HAMMERSCHMIDT; DANN, 1997), acido aminobutirico (COHEN, 1996), acido
2,6-dicloroisonicotinico (INA) (HJWEGNWN et al., 1996) e acibenzolar-S-metil (ASM)
(CAVALCANTI et al., 2006). Atualmente, outras substancias como quitosana (RODRIGUES
et al., 2006), fosfitos (LOPEZ; LUCAS, 2002; MELO et al., 2016), silicatos (DANTNOFF et
al., 1992) e extratos vegetais (FELIPE; BACH, 2004; VIGO-SCHULTZ et al., 2006) t€ém sido
testadas como indutores de resisténcia.

Segundo diversos autores, uma grande variedade de enzimas estd relacionada com a
resisténcia induzida, tais como peroxidases, polifenoloxidases, fenilalanina amonia-liases,
lipoxigenases, B-1,3-glucanases e quitinases. Assim, quando uma planta ¢ levada ao estado de
inducdo, a atividade dessas enzimas ou, pelo menos de algumas delas, tende a aumentar em
relacdo as atividades em tecidos de plantas ndo expostas a elicitores (GLAZEBROOK, 2005;
LEON-KLOOSTERZIEL et al., 2005; LOON et al., 2006)

Dependendo da planta e do agente de inducdo, essas substancias acumulam-se tanto nos
espacos intercelulares (quando teriam uma agdo direta sobre o patdogeno) como em vactolos
(quando teriam ag¢do apos eventos de patogénese que culminam com a

descompartimentalizag@o). Geralmente PRPs possuem potente atividade antimicrobiana “in
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vitro” (ENKERLI et al., 1993; PONSTEIN et al., 1994; HU et al., 1997; STICHER et al., 1997)
e ¢ de se presumir que também possam controlar patdégenos “in vivo” (VAN LOON, 1983;
HERBERS et al., 1996; KLOEPPER, 1996). PRPs estimulam a liberagdo de elicitores de
fitoalexinas (KUC, 1985; BOL et al., 1990; NEUENSCHWANDER et al., 1995) e induzem a
sintese de compostos fendlicos (KEEN; YOSHIKAWA, 1983; KUROSAKI et al., 1986).

Quitinases e B-1,3-glucanases, por exemplo, degradam a parede celular de patogenos
liberando moléculas que agem como elicitoras, nas etapas iniciais do processo de indugdo de
resisténcia (VAN LOON et al., 1998; SOTOYAMA et al., 2016), dessa forma apresentam ac¢éo
direta e imediata de defesa sobre o patdgeno.

Polifenoloxidases tém a propriedade de oxidar compostos fenolicos a quinonas, as quais
geralmente sdo mais tOXicos aos microrganismos que os compostos fenolicos originais
(STICHER et al., 1997). Estas enzimas permanecem de no espaco intracelular,
compartimentalizadas dentro dos tilacdides nos cloroplastos, € em sua grande maioria em
estado inativo (VAUGHN et al., 1988). Quando liberadas, iniciam o processo de oxidacdo de
compostos fenolicos, que também sdo liberados dos vacuolos, produzindo quinonas, na medida
em que ocorre a ruptura da célula, ocasionada por ferimentos, agdo de insetos ou patdgenos, ou
ainda senescéncia (MACHEIX et al.,, 1986; CONSTABEL et al., 1995; MOHAMMADI;
KAZEMLI, 2002; THIPY APONG et al., 2004) e também participam do processo de lignificacio
durante a invasdo por patdégenos (JUNG et al., 2004).

Peroxidases tém afinidade por substratos envolvidos na lignificag¢do celular e, além disso,
seus produtos tém atividade antimicrobiana direta na presenga de perdxido de hidrogénio
(STICHER et al., 1997). Peroxidases e polifenoloxidades, dentre outras enximas, estdo
relacionadas com ag¢fo antioxidante no combate de espécies reativas de oxigénio (ROS), cuja
concentracdo normalmente aumenta em condigdes de estresse vegetal (MARTINS et al., 2018).

O papel destas enzimas no processo de defesa ¢ reforcar a parede celular a partir da
formagdo de lignina, suberina, polissacarideos ferulicolados e glicoproteinas ricas em
hidroxiprolina (BOWLES, 1990), aumento na produ¢do de espécies ativas de oxigénio que
apresentam a¢do antimicrobiana, bem como atuam na sinalizagdo (KAWANO; MUTO, 2000;
RESENDE et al., 2003), incitando a formacao de fitoalexinas (KRISTENSEN et al., 1999),
participando também na peroxidacdo de lipidios que apresentam papel na sinalizacéo,

induzindo o actimulo de AS (LEON et al., 1995).

Promocio do crescimento vegetal por rizobactérias e o controle de fitopatogenos
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Bactérias do género Bacillus pertencem ao grupo me microrganismos conhecidos como
rhizobacterias promotoras do crescimento de plantas (do inglés Plant growth-promoting
rhizobacteria — PGPR), sdo organismos de vida libre que estimulam direta ou indiretamente
processos metabdlicos e fisiologicos vegetais (PRATHAP; RANJITHA-KUMARI, 2014).

Ha varias maneiras pelas quais bactérias promotoras de crescimento vegetal podem afetar
diretamente o crescimento da planta: através da fixagdo de nitrogénio atmosférico, da
solubilizacdo de minerais, tais como fésforo, producdo de sideréforos (moléculas que
solubilizam e sequestram ferro), ou pela produgdo de reguladores d crescimento vegetal
(hormonios), que acentuam o crescimento vegetal em varios estagios de desenvolvimento. A
promocgdo indireta de crescimento ocorre quando a PGPR diminui ou impede os efeitos
deletérios de um ou mais organismos fitopatogénicos (GLICK, 1995).

A promogdo do crescimento radicular ¢ um dos marcadores pelo qual o efeito benéfico
das bactérias promotoras de crescimento ¢ medido. O estabelecimento rapido de raizes por
alongamento das raizes primadrias ou por proliferacio de raizes laterais e adventicias € vantajoso
para plantas jovens. Com muitas raizes, essas plantas aumentam a sua habilidade de se ancorar
ao solo e obter agua e nutrientes do ambiente, acentuando, assim, as suas chances de
sobrevivéncia (PAUL; LADE, 2014; PRATHAP; RANJITHA-KUMARI, 2014).

A microbiolizacdo de sementes por bactérias ¢ um processo que permite a colonizag¢do
radicular, sendo de grande importancia na introdu¢do de agentes biocontroladores, permitindo
que os mesmos estejam presentes ainda no processo germinativo, sendo essenciais para o
estabelecimento e o desenvolvimento das comunidades microbianas associadas as raizes
(HARTHMANN, 2009).

Muitas bactérias promotoras do crescimento sintetizam acido indol-acético (AIA), e seu
efeito na planta mimetiza o AIA exégeno (PATTEN; GLICK, 2002). O acido indol-acético
aparentemente ndo funciona como um hormoénio em células bacterianas e sua produgdo pelas
bactérias pode ter surgido devido a sua importancia na relagdo bactéria-planta. Este regulador,
quando secretado por bactérias, poderia promover o crescimento da raiz diretamente pela
estimulagdo do alongamento da célula vegetal ou divisdo celular (PATTEN; GLICK, 2002).
Segundo esses autores, o papel do AIA bacteriano na promog¢do do crescimento vegetal ainda
ndo esta totalmente esclarecido.

O modo de atuacdo das rizobactérias como promotoras de crescimento vegetal e
biocontroladoras de fitopatdogenos ocorre por diferentes mecanismos que operam em agio
conjunta ou isoladamente (CORREA; BETTIOL, 2009), destacando-se os que agem

diretamente no biocontrole e indiretamente na promocdo de crescimento, como a produgdo de
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enzimas que degradam as células da parede celular como quitinases e B-1,3—glucanases,
enzimas que agem conforme a indugéo de resisténcia em resposta a um agente elicitor, como
as peroxidases, produgdo de compostos que promovem a antibiose, como antibi6ticos e cianeto
de hidrogénio (HCN), a colonizagdo de raizes que é um importante processo que propicia a
competicdo por nicho e o estabelecimento do biocontrolador nas fases iniciais do
desenvolvimento vegetal, aumentando a densidade populacional do antagonista; a competi¢ao
por nutrientes por meio da producdo de queletizantes de ferro denominados sider6foros; e os
que agem diretamente na promocdo de crescimento e indiretamente no biocontrole, com a
solubilizacdo de fosfato de célcio, a fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN), a produgéo de acido
indol acético (AIA), dentre outros.

E provavel que os horménios de crescimento de origem microbiana possam provocar uma
resposta fisiologica na planta hospedeira. Acredita-se que a producdo de acido indol-acético,
giberelinas e outros reguladores de crescimento produzidos por PGPR auxiliem no aumento do
comprimento das raizes, na area de superficie radicular e no numero de pontas das raizes,
aumentando a absor¢do de nutrientes ¢ melhorando a saide das plantas sob condi¢des de
estresse (EGAMBERDIEVA; KUCHAROVA, 2009)

A produgdo de 4cido indol-acético é uma caracteristica relativamente comum do PGPR,
e acredita-se que essa bactéria neutralize o estresse de salinidade nas plantas. Mudancgas
morfoldgicas na raiz das plantas tém sido observadas repetidamente apds a inoculagdo de
Azospirillum e tém sido atribuidas a produgdo de substancias promotoras de crescimento de
plantas: auxinas, citocininas e giberelinas, sendo a produgdo de auxinas quantitativamente a
mais importante (SPAEPEN et al., 2008).

PGPR podem também ser utilizadas no manejo integrado juntamente com fungicidas.
LUZ (2003) verificou que o tratamento de sementes de trigo com diferentes combinagdes de
Paenibacillus macerans Schardinger e difenoconazole, reduziram significativamente a
incidéncia de Fusarium graminearum (Schwein.) Petch, Bipolaris sorokiniana Shoemaker,
Drechslera triticirepentis (Died.) Shoemaker e Aspergillus spp. nas sementes. Em campo todos
os tratamentos promoveram aumentos significativos na germinag@o e no rendimento de graos,
com excec¢do do difenoconazole, que isoladamente, aumentou apenas o rendimento.

A aplicacdo de PGPR para o crescimento vegetal e defesa conta doengas combinam como
estratégias de baixo custo para o aumento da eficiéncia produtiva. Essa estratégia ja vem sendo
testada por diversos trabalhos que concluem como positivo o saldo da promocgéo de crescimento
aliado a defesa vegetal (AIME et al., 2008; CRUZ et al., 2011; SOTOYAMA et al., 2016;
BOUKERMA et al., 2017)
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Esse efeito combinado de promog¢do de crescimento e controle de patologias aumenta a
importancia do estudo e utiliza¢do desses microrganismos como decisivos nas estratégias de

manejo de culturas agricolas.
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Abstract

The objective of this work was to evaluate the effectiveness of seed treatment with fresh suspensions and powder
formulations with Bacillus methylotrophicus to promote plant growth and induction of resistance against
fusarium wilt (Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici) in tomato plants under greenhouse conditions, verifying
the occurrence of morphological and biochemical changes in the evaluated plants. Powder formulations based on
Cassava (Manihot esculenta), Arrowroot (Maranta arundinacea) and sodium alginate containing Bacillus, in
addition to the commercial product Quartz®, were used to microbiolize the tomato seeds of the cultivar Santa
Cruz. The formulations promoted plant growth, with a seedling vigor index greater than 50% for all treatments
containing B. mthylotrophicus, in addition to a significant increase in total dry matter. The treatments induced
systemic resistance, controlling the fusarium wilt with a 75% reduction of the disease and activation of enzymes
such as peroxidase and polyphenoloxidase, only B-1,3-glucanase presented less activity than controls (treatments
without B. mthylotrophicus). Thus, the use of formulations containing Bacillus are efficient in promoting plant
growth of tomato plants and in inducing resistance to the control of fusarium wilt.

Keywords: Bacillus methylotrophicus, biological control, Fusarium oxysporum, plant growth-promoting
bacteria, enzymatic activation

1. Introduction

The tomato (Solanum lycopersicum L.) is important for the Brazilian economy (Carvalho, Kist, & Treichel,
2016), being the second most cultivated vegetable in the country (Camargo Filho & Oliveira 2012). The State of
Maranhio is the sixth producing state in the Northeast, with just over 3,900 tonnes in 193 hectares of harvested
area (IBGE, 2015).

Among the diseases that cause large losses in the tomato crop, we can highlight the fusarium wilt caused by the
fungus Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici Schlecht Snyder & Hansen (Inami et al., 2014). This disease
occurs in all Brazilian states, significantly damaging the crop, with premature death of plants or destruction of all
plants.

In addition, there is an urgent need for worldwide acceptance of the use of biological agents for disease
control, partly in response to public concern about the use of toxic chemical pesticides, sometimes in violation
of existing legislation, as noted in the ANVISA (2016), but also for the control of diseases that can not or are
partially managed by other control strategies.

The use of resistance elicitors has been successful in the control of tomato fusarium wilt, including biotic and
abiotic products, as well as the use of non-virulent F. oxysporum f. sp. lycopersici isolates (Farag Hanaa et al.,
2011; Krol, Igielski, Pollmann, & Kepczynska, 2015; Szilagyi-Zecchin, Mdgor, Ruaro, & Rdder, 2015).
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Plants initiate response to primary and secondary metabolites of various associated plant pathogens. The
immediate response of plants to various pathogenic attacks should be considered. (Mason et al., 2016). Among
the secondary metabolites, plant hormones play a dynamic role in plant development and adaptation against
biotic stresses. Salicylic acids (SA) and jasmonic acid (JA) are especially involved in the mediation of stresses in
plants (Tsuda & Katagiri, 2010), as a defense against insects and diseases and plant regulation under limiting
abiotic factors such as nutritional deficiency, drought and shading (Taiz, Zeiger, Moller, & Murphy, 2017).

As promising alternatives, plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) have been reported s host protectors
against fungal infections (Droby, Wisniewski, Macarisin, & Wilson, 2009; Sotoyama, Akutsu, & Nakajima, 2016;
Boukerma, Benchabane, Charif, & Khélifi, 2017). Bacillus methylotrophicus is a rhizosphere soil bacterium and
considered a PGPR involved in phytostimulation and diseases suppression of agricultural crops (Chen et al.,
2007; Jeukens et al., 2015). Further, it has been reported that PGPR can increase the activity of plant
defense-related enzymes and increase gene expression (Kim et al., 2015; Shahzad et al., 2017). In addition,
research also shows that PGPR has ample antifungal activity (Sotoyama et al., 2016).

Several bacteria in the genus of Bacillus are cited as plant growth promoters because they exert direct antibiotic
action on several pathogens. Besides being relevant resistance inducing agents (Chithrashree et al., 2011; Paul &
Lade, 2014; Szilagyi-Zecchin et al., 2015; Agbodjato et al., 2016; Sotoyama et al., 2016; Shahzad et al., 2017),
they are promoting activation of genes for defense and expression of PR-proteins (Loon, Rep, & Pieterse, 2006;
Solanki et al., 2012), such as B-1,3-glucanases, chitinases and peroxidases, which can act directly on the
pathogen, or indirectly, by the induction of resistance in the host (Kim et al., 2015).

The objective of this study was to evaluate the efficacy of seed treatment with fresh suspensions and powder
formulations of Bacillus methylotrophicus for promoting plant growth and induction of resistance against
fusarium wilt (F. oxysporum f. sp. lycopersici) in plant tomato, under greenhouse conditions, and to verify if
morphological and biochemical changes occurred in the plants evaluated.

2. Material and Methods
2.1 Experimental Location and Treatment Arrangement

The tests were performed at the Plant Pathology Laboratory and Greenhouse, located at the State University of
Maranhdo (UEMA) in Maranhéo State, Brazil.

Powder formulations were prepared by aseptically mixing 400 mL of bacterial suspension (10® c¢fu/mL), with 1.0
kg of cassava powder (Manihot esculenta L.), arrowroot (Maranta arundinacea 1.) and sodium alginate,
separately. Two isolates of Bacillus methylotrophicus, B12 and B47, were used. The isolates are contributed by
mycology collection “Dr. Gilson Soares da Silva” on MGSSB12 and MGSSB47 record. The powdered
substrates were pre-sterilized in autoclave at 121 °C for 20 minutes. The formulations were used after 30 days of
BOD storage at a temperature of 25+2 °C and photoperiod of 12 hours under fluorescent white light.

The research considered as sources of variation: Suspensions of Bacillus B12 and B47 (SUS.B12 and SUS.B47),
cassava powder + Bacillus B12 and B47 (MAN.B12 and MAN.B47), arrowroot powder + Bacillus B12 and B47
(ARA.B12 and ARA.B47), sodium alginate powder + Bacillus B12 and B47 (ALG.B12 and ALG.B47),
QUARTZ® (fungicide based on B. methylotrophicus); besides control treatments constituted by the application of
cassava powder + H,O Distilled and Deionized-DD (MAN.CRT), arrowroot poder + H,O DD (ARA.CRT),
sodium alginate powder + H,O DD (ALG.CRT) and just H,O DD (CONTROL). In addition, the presence and
absence of the pathogen were added as the second level of source of variation in the induced resistance for
control of fusarium wilt.

Two parallel experiments were installed, one in tubes for evaluation of plant growth promotion and another in
vessels for evaluation of induced resistance for control of fusarium wilt.

The seeds of the cultivar Santa Cruz were microbiolized with suspension of B. methylotrophicus by immersion
of the seeds in the liquid suspensions and mixtures in the powder formulations in the proportion of 20 g/kg of
seed. The microbiolized seeds were seeded in tubes for the growth promotion experiment and in trays for
seedlings for the experiment of resistance induction and control of fusarium wilt.

2.2 Bacterial Formulations as Plant Growth Promoters

In the experiment to promote plant growth the seeds were sown and kept for 30 days in tubes with 6.5 cm of
superior diameter, containing inert and sterile substrate (vermiculite), leaving one plant per tube. All plants were
received two applications of foliar fertilization NPK 8-8-8 applied with costal sprayer to the point of leaf runoff.
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The experiment was a completely randomized design, consisting of 13 treatments with four replicates, 100 plants
for each replicate. The percentage of germination was evaluated 14 days after sowing, characterized as the
portion of germinated seeds presenting its two cotyledons visible above the substrate.

Growth parameters were evaluated at 30 days of cultivation, including: root length, shoot length, root dry mass,
and shoot dry mass. The vigor index of seedlings was obtained using the formula described by Abdul-Baki and
Anderson (1973): VI = Length of seedlings (cm) x germination percentage. The data were submitted to analysis
of variance and their average compared by parametric statistical tests.

2.3 Bacterial Formulations as Inductors of Resistance

For the induced resistance experiment the seedlings were transplanted 15 days after sowing to 5.0 L pots
containing autoclaved soil and bovine manure, in a ratio of 1:3, maintaining three plants pot™” corresponding to
an experimental unit. The inoculation of F. oxysporum f. sp. lycopersici occurred 30 days after sowing by
depositing 60 mL of the inoculum suspension 1 x 10° conidia.ml™) in each pot. The pathogen comes from the
mycology collection “Professor Gilson Soares da Silva”, on MGSS42 record.

The tomato plants were kept in a greenhouse until the end of the evaluations. The completely randomized design
was used for the experiment resistance induced in disease control. A factorial arrangement was used: 13
(treatments) x 2 (presence/absence of the pathogen) x 04 replicates, each replicate represented by a pot
containing three plants.

Leaf samples were collected 24, 48 and 240 hours after pathogen inoculation to evaluate the production of
PR-proteins. The severity of the disease was evaluated at 21 days after inoculation using a rating scale: 1)
Healthy plants; 2) Healthy plants, but with vascular necrosis; 3) Withered and chlorotic plants; 4) Withered
plants with foliar necrosis; Necrotic or dead plants; these results expressed as percent disease control (Santos,
1999).

To determinethe PR-proteins an enzymatic extract was prepared after the collection of the vegetal material.

Briefly, 1.0 g samples of leaves that corresponded to each treatment were macerated in a mortar with liquid
nitrogen and 1% (v/v) polyvinylpyrrolidone (PVP), 5 mL of sodium acetate buffer (0.1 M, pH 5) and 1 mL of
EDTA (1 mM). The extracts were centrifuged at 10,000 g for 10 minutes at 4 °C, and the supernatants were
transferred to 2-mL eppendorf tubes and stored at -80 °C. The enzyme extracts were used to determine the
activities of peroxidases, polyphenol oxidases and p-1,3-glucanase.

The polyphenoloxidase activity-PPO (E.C. 1.10.3.1) was defined as the absorbance change at 410 nm and was
calculated based on the molar extinction coefficient of 34 mM cm™ for catechol and expressed as pmol g”' MF
min™.

The peroxidase activity-POD (E.C. 1.11.1.7) was defined as the absorbance change at 470 nm and was
calculated based on the molar extinction coefficient of 26.6 mM cm™ for guaicol, and expressed as pmol g™ MF
min™.
The B-1,3-glucanase determination (E.C. 3.2.1.29) was performed by the glucose dosage released by laminarin
hydrolysis (Somogyi, 1952), with results expressed as g Glucose g FM™' min™. The standard glucose curve was
prepared in the same way as the samples, but laminarin was replaced with pre-established glucose concentrations
(0 to 1,000 mg L™). Finally, data were submitted to analysis of variance and their means compared by mean

tests.
3. Results
2.2 Bacterial Formulations as Plant Growth Promoters

All treatments containing B. methylotrophicus showed increased plant growth, especially the length of the root
system, where all the treatments differed from the controls (Figure 1).
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Figure 1. Shoot length and root system of tomato plants (cm). VI: Seedling vigor index. Equal letters do not
differ from each other by the Tukey test (p < 0.05)

We highlight the formulations based on cassava and arrowroot containing the native isolates B12 and B47: the
treatments promoted a significant increase in plant growth, resembling the commercial product Quartz®.

Treatments based on sodium alginate did not differ from controls over shoot length. It was observed that the
alginate produced a thick mucilage around the seeds, which may have delayed the emergence and/or
development of the aerial part for these treatments.

There was no significant difference between treatment for germination rate, all of which had average of 94%
higher germination. All treatments containing B. mthylotrophicus had a V.1. greater than 50%. Control treatments
containing only the formulations of cassava powder, arrowroot and sodium alginate showed similar V.I.’s
statistically to each other, whereas the control with water only had the lowest values for all growth parameters
evaluated.

The values of dry matter corroborate the growth patterns presented previously (Figure 2). All treatments
containing B. methylotrophicus showed significant root, shoot and total dry mass values when compared to the
control treatments, with the exception of sodium alginate treatments and suspension treatment of Bacillus B47,
which resembled some controls, even differing from the absolute control, which contained only water.
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2.3 Bacterial Formulations as Inductors of Resistance

Tukey test (p < 0.05)

Among the formulations tested, only Quartz® presented lower percetual control of fusarium wilt, controlling
only 60% of the disease (Figure 3). The treatments containing B. methylotrophicus native from Maranhdo
presented a significant reduction in the disease, with absence of symptoms in the plants and inhibition of more
than 70% of the disease, compared to the absolute control, which presented severe wilt associated with vascular

dimming.
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Figure 3. Control of fusarium wilt by application of formulations based on Bacillus methylotrophicus. Equal

letters do not differ from each other by the Tukey test (p < 0.05)

We found a direct relationship between the action of the formulations tested on the expression of peroxidases and
polyphenoloxidases activity and the disease control, indicating that these enzymes actively participated in the

fight against the etiological agent fusarium wilt (Figure 4).
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Figure 4. Effect of formulations on the activity of peroxides (POD) and polyphenoloxides (PPO), 240 hours
after inoculation, in the control of fusarium wilt in tomato. Equal letters do not differ from each other by the
Tukey test (p < 0.05)

The activities of peroxidase and polyphenoloxidase presented increasing values throughout the evaluations,
differing significantly from the control treatments in each evaluation. The values of B-1,3-glucanase presented
statistical difference, but only in the 240-hour sample, treatments ARA.B12 and ARA.B47 (arrowroot containing
B. methylotrophicus) outperformed the control treatments (Figure 5).
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Figure 5. Activities of peroxidase (POD), polyphenoloxidase (PPO) and -1,3-glucanase (-1,3) enzymes in

tomato plants 25, 48 and 240 hours after inoculation of F. oxysporum f. sp. lycopersici. Equal letters do not
differ from each other by the Tukey test (p < 0.05)
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4. Discussion

To proceed, growth promoting ability in tomato plants under greenhouse conditions was observed through the
propagation of the bacteria by formulations tested. We highlight all the morphological variables tested (plant
height, root length, vigor index, root and shoot dry matter and total dry matter) stimulating greater growth in
tomato plants. These results reinforce the biological potential of the isolates tested, as well as their adaptability
when stored in formulations of low economic and environmental cost.

Chowdappa, Mohan Kumar, Jyothi Lakshmi, and Upreti (2013) found promising results on tomato seeds
inoculated with B. subtilis and Thichoderma harzianum with significant increase in all seedling growth
parameters. The authors described root length, aerial part length, leaf area, fresh weight of shoots and roots
increased by 38.53%, 32.04%, 62.68%, 28.87% and 36.21%, respectively, in comparison with control seedlings.

It is clear that all treatments containing Bacillus promoted plant growth, especially the length of the root system,
where all the treatments differed from the controls, indicating the potential this rhizobacterium in promoting
good conditions for the development of the rhizosphere.

Formulations with combinations of beneficial bacterial strains that interact synergistically are in development
and numerous research shows a promising trend in inoculation technology (Chithrashree et al., 2011;
Sotoyama et al., 2016).

It is known that the materials used should not interfere with the bacterium-plant interaction to be considered
minimally acceptable vehicles for agricultural practice, and also should provide ideal conditions for the proper
development and storage of bacterial strains.

Furthermore, PGPR are excellent model systems that can provide biotechnology with new genetic constituents
and bioactive chemicals with various uses in sustainable agriculture, providing control of diseases that can not
or are partially managed by other control strategies.

Associated with an excellent germination rate for all seeds, the average Vigor Index value shows that all the
plants treated with B. methylotrophicus had a rapid vegetative development, being superior to the control
treatments (Tukey, p <0.05), which gives them high survival capacity, vigor and stability of production.

The total accumulation of dry biomass promoted by native B. methylotrophicus treatments in cassava and
arrowroot formulations represents a significant advance in the search for promising bioactive formulations, and
linear data were found for size of plants (aerial part and root system) and vigor index value.

This notorious increase in plant growth coupled with biomass accumulation can be explained by the fact that
several strains of Bacillus spp. and other PGPRs have the capacity to promote growth and increase in crop yield
through increased absorption of nutrients stimulated by growth promotion factors such as expression of
precursor genes of AIA and GA;, and decrease of ethylene level due to root colonization (Chen et al., 2007).
Furthermore, it is believed that these hormones stimulate further absorption of nutrients in the soil, translate
signals between plant organs and integrate them to produce appropriate defense responses to biotic or abiotic
stress (Ghanashyam & Jain, 2009).

These results were expected, since important metabolic changes were observed if we compared the significant
differences between the activities of PR-proteins, confirming that there was activation of systemic resistance in
the tomato cultivar Santa Cruz, with control of F. oxysporum f. sp. lycopersici by the application of formulations
based on B. methylotrophicus.

Similar results were obtained by Sotoyama et al. (2016), who verified the control of F oxysporum f. sp.
Iycopersici with the application of B. amyloliquefaciens, evaluated by the application of real time-PCR for
relative expression of several PR-proteins, such as acid glucanase, basic glucanase, acid chitinase and basic
chitinase.

In addition, Endophytic bacteria promote plant growth and regulation of defense hormones, and can be used in
the ecological control of F. oxysporum f. sp. lycopersici as suggested by Shahzad et al. (2017) when searching
for B. amyloliquefaciens in tomato plants.

Araujo and Menezes (2009) observed a significant difference in the evaluation of peroxidase activity promoted
by ASM, Azoxystrobin and Bacillus subtilis used as resistance elicitors in tomato plants. Similarly, Mandal,
Mallick, and Mitra (2009) demonstrated that peroxidase activity showed a progressive increase in response to the
application of salicylic acid, over 168 hours (7 days) in tomato plants.

It is known that high values of PR-proteins few hours after the pathogen application indicates that the plant
activated or constituted sources of defense, a primordial characteristic of induced resistance described by several
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authors as a state of alert, where the plant responds with greater agility and efficiency when establishing the
challenging pathogen.

For several authors, the application of resistance elicitors promotes activation of Acquired Systemic Resistance
(ASR), causing a marked reduction in symptoms of the disease once it occurs initially in the region of infection,
seeking to prevent or delay the penetration of the pathogen (Mei et al., 2014; Kim et al., 2015).

The data corroborate with the results found by Akram, Anjum, and Ali (2015), who evaluated the application of
B. subtilis gainst tomato fusarium wilt and determined the concentration of enzymes such as phenylalanine
ammonia lyase, polyphenoloxidase and peroxidase, with a significant increase in PPO and POD activities.

In contrast, these results differ from those found by Solanki et al. (2012), who found gene expression and
amplification of B-1,3-glucanase in plants treated with Bacillus spp. against Rhizoctonia solani in tomato.

5. Conclusions

This study demonstrated that fresh suspensions and powder formulations of cassava, arrowroot and alginate
containing B. methylotrophicus are efficient in promoting plant growth of tomato plants and resistance induced for
the control of fusarium wilt under greenhouse conditions.

The seeds that are microbiolized with fresh suspensions and powdered formulations of cassava, arrowroot and
alginate, containing B. methylotrophicus present greater development of biomass area and root, reaching higher
levels of seedlings vigor and consequently quality in tillage. Furthermore, the application of B. methylotrophicus
activates plant defense enzymes, increasing the activity of peroxidases and polyphenoloxidases in tomato plants,
aid in the control of fusarium wilt, under greenhouse conditions, being equivalent to products already
recommended, such as Quartz®.
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Indole acetic acid production and growth promotion of tomato plants by bacterial

formulations

Abstract

The objective of this study was to evaluate the promotion of plant growth mediated by the
application of fresh suspensions and powder formulations of Bacillus methylotrophicus under
greenhouse conditions, verifying morphological changes and variation in indole-acetic acid
content in the plants. Powder formulations based on Cassava (Manihot esculenta L.),
arrowroot (Maranta arundinacea L.) and sodium alginate containing B. methylotrophicus, in
addition to the commercial product Quartz®, were used to microbiolize the tomato seeds of
the cultivar Santa Cruz. The formulations promoted plant growth, with a seedling vigor index
greater than 50% for all treatments containing Bacillus, in addition to a significant increase in
total dry matter. The treatments promoted a significant increase in the contents of indole
acetic acid in tomato plants, mainly in the aerial part of the plant. It is concluded that the use
of formulations containing B. methylotrophicus are efficient in promoting plant growth of
tomato plants, with an increase in the production of indole acetic acid in vegetable tissues.
Remarkable increase was observed in shoot length (15.91%), shoot dry weight (52.92%) and
root dry weight (31.4%), vigor index (18.75%) and concentration of indole-acetic acid
(22.22%) content of tomato biomass over control. These results demonstrate that isolates B12
and B47 has the promising PGPR attributes to be developed as commercial formulations to

enhance agrossystem ambiental health and promote tomato plant growth.

Keywords: Bacillus methylotrophicus, Morphological parameters, Phytohormone, PGPR,
Solanum lycopersicum L.

Abbreviations: ALG.B12 sodium alginate powder + B. methylotrophicus B12; ALG.B47 _
sodium alginate powder + B. methylotrophicus B47; ARA.B12_arrowroot powder + B.
methylotrophicus B12; ARA.B47 arrowroot powder + B. methylotrophicus B47; IAA_indole
acetic acid; MAN.B12 cassava powder + B. methylotrophicus B12; MAN.B47 cassava
powder + B. methylotrophicus B47; PBS 1X Phosphate-saline buffer; PGPR Plant Growth-
Promoting Rhizobacteria; SH.DM_Shoot Dry mass; SH.L. Shoot Lenght; SUS.B12_B.
methylotrophicus B12 Suspension; SUS.B47 B. methylotrophicus B47 Suspension;
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RO.DM_Root Dry mass; RO.L. Root Lenght; RO.VOL. Root Volume; TO.DM_Total Dry
mass; TO.L. Total Length; VI_Growth Vigor Index

Introduction

Agricultural systems have undergone changes in order to avoid soil degradation and promote
the improvement of environmental quality. The biodiversity intensification in agricultural
systems has been used to improve the production and sustainability of agroecosystems. In this
context, the association of beneficial bacteria with agricultural crops has been described by
several authors as a promising alternative for the promotion of plant growth, soil and resource
management and environmental quality (Paul and Lade 2014; Szilagyi-Zecchin, Mdgor et al.
2015; Agbodjato, Noumavo et al. 2016; Biasolo, Kucmanski et al. 2016; Gois de Oliveira,
Nascimento et al. 2016; Kumar, Rajam et al. 2017).

Bacteria that associate with the plant by colonizing its roots are known as plant growth-
promoting rhizobacteria (PGPR). In addition to colonizing the soil region under direct
influence of the root system, some are also able to colonize the internal tissues of the plant
species (Paul and Lade 2014; Prathap and Ranjitha-Kumari 2014).

The effect of promoting plant growth through PGPR, as bacteria of the genus Bacillus, results
from the synergy of plant, environmental and microbiota factors, including the production of
phytohormones such as indole acetic acid (IAA), emission of volatile compounds, secretion
phytase activity under conditions of phosphate limitation, among others (Kamble and Galerao
2015; Preeti, Abhishek et al. 2015; Kumar, Rajam et al. 2017; Qiao, Yu et al. 2017; Raut,
Shaikh et al. 2017; Martins, de Brito et al. 2018).

The phytohormone indole-acetic acid (IAA) is generally considered the most important native
auxin, having the ability to regulate various aspects of plant growth and development (Zufiiga,
Fuente et al. 2018), such as cell division, stretching, fruit development (Zhao 2010; Shao, Li
et al. 2015; Biasolo, Kucmanski et al. 2016), aiding in the growth of the aerial part of the
plant and its roots, mediating the vegetable tropism in response to light and gravity (Kelen,
Cubuk Demiralay et al. 2004), as well as increasing the absorption of nutrients and water
(Zhao 2010).

In order to validate sustainable alternatives to tomato production, the objective of this study
was to evaluate the promotion of plant growth mediated by the application of fresh
suspensions and powder formulations of Bacillus methylotrophicus under greenhouse
conditions, verifying morphological changes and variation in indole-acetic acid content in the

plants analyzed.
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Results

Determination of morphological parameters

To proceed, the correlation matrix between the parameters of plant growth allowed comparing
the data of the different variables (Table 1). It was verified slightly to the strong significant
correlation between some parametres (p <0.05). Noteworthy is the correlation values found
between the length of the shoot and total plant length (Pearson> 0.83), as well as VI (Pearson
p> 0.81). In the same way, the dry mass of the aerial part and root showed a strong correlation
with the data of total dry matter (p of Pearson> 0.97), showing weak when comparing root
length with root dry matter and total dry matter (p of Pearson> 0.33 and> 031, respectively).
The total length of the plant presented, even if significant, a negligible correlation with the
total dry matter. In addition, the root volume variable did not correlate with any other
analyzed.

All plant growth parameters evaluated showed a significant difference (p <0.05) between the
treatments, where the treatments that received application of formulations containing B.
methylotrophicus exceeded the control treatment. For the shoot length, all treatments with
native-Maranhao bacteria, especially those propagated in cassava or arrowroot substrates,
with the exception of the MAN.B47 treatment, showed values higher than the control.
Highlight for treatments ARA.B47, MAN.B12 and SUS.B12 that presented an average shoot
growth 56% higher than control (Figure 1).

For the root growth parameter, the treatment MAN.B47 presented better performance, being
22% superior to the control treatment, but the other treatments based on cassava and
arrowroot did not differ from the control in this parameter. The relative control based on the
biological fungicide QUARTZ® showed the lowest averages of root growth, being inferior
even to the absolute control, water.

In general, total plant growth - derived from the sum of root and shoot growth - was
significant in treatments containing B. methylotrophicus, except for treatments MAN.B47 and
QUARTZ®, which were similar and inferior to control, respectively.

The results of dry matter of shoot, root and total had higher values than the control treatment,
being highlighted the treatments based on isolates of B. methylotrophicus that presented
values similar to QUARTZ treatment.

Regarding the root volume data, only the SUS.B12 treatment presented superiority to the
control treatment, standing out among all treatments because it presented more than twice as

much root as the control treatment.
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For parameter VI, the treatments MAN.B47 and QUARTZ resembled the control treatment
and all other treatments were superior to this one, standing out the treatment MAN.B12 that

presented about 28% more growth than the treatment without B. methylotrophicus.

Analysis of indole-acetic acid production

There was significant interaction between the sources of variation treatments x portion
evaluated for the indole-acetic acid content detected in plant tissues (Figure 2). In general, all
the treatments presented about five times higher indole-acetic acid content in shoot in relation
to root, being the treatment ARA.B47 which presented greater difference between the
phytohormone contents.

The control treatment had higher indole acetic acid concentrations in the root system that
treatments with B. methylotrophicus sources. With the exception of the treatments MAN.B47
and ARA.B47, the other treatments containing the bacteria had values about 70% lower than
the control treatment.

In contrast, significant values of indole-acetic acid concentration were observed in the shoot
of tomato plants treated with B. methylotrophicus isolates from Maranhao/Brazil propagated
by cassava or arrowroot formulations, differing significantly from the control, except for
plants treated with MAN.B47. We highlight the treatment ARA.B47 that obtained more than
double the hormone content in the shoot of tomato plants when compared to the control
treatment. The other treatments with formulations containing B. methylotrophicus resembled
the ARA.B47 treatment, except for the ALG.B12 treatment, but none of them differed
significantly from the control.

test (p <0.05; n=50; CV =15,30)

Discussion

To proceed, Growth promoting ability in tomato plants under greenhouse conditions was
observed through the propagation of the bacteria by formulations tested (Figure 1). We
highlight all the morphological parameters tested (plant height, root length, vigor index, root
and shoot dry matter and total dry matter) stimulating greater growth in tomato plants, except
for the root volume.

The positive correlations between the parameters indicate that the plant development was
mainly directed to the shoot growth and stabilization of the root system, represented by the
strong correlations between shoot growth x total growth / vigor index and root dry matter x

total dry matter, respectively.



52

It is evident that the treatments that received formulations containing B. methylotrophicus
promoted a significant increase of the plant growth, mainly promoting a more vigorous shoot
development, as well as accumulation of root-system dry matter, characterizing it as a well
developed system to absorb water and nutrients for the nutritional crop balance.

The results corroborate those found by Vaikuntapu, Dutta et al. (2014) determined that the
influence of application of the bacteria Pseudomonas, Bacillus, Enterobacter and Aeromonas
in shoot growth, root, and plant dry weight. For the authors, the bacteria promoted a
significant increase in these parameters mainly in tomato culture, when compared to others
such as sorghum (Sorgo bicolor (L.) Moench), peanuts (4rachis hypogaea L.) and chickpeas
(Cicer arietinum L.)

In addition, Preeti, Abhishek et al. (2015) also observed remarkable increases in seed
germination (22.32%), shoot length (15.91%), root length (25.10%), shoot dry mass
(52.92%), and root dry mass (31.4%), nitrogen (18.75%), potassium (57.69%) and
phosphorus (22.22%) of shoot biomass over control in tomato plants stimulated by Bacillus
circulans.

Qiao, Yu et al. (2017) demonstrate that the B. subtilis species colonizes the area around the
primary tomato root, indicating the success of colonization as a key to the biocontrol of plant
diseases and activities linked to the promotion of plant growth, besides positively impacting
the composition of the microbiota of the rhizosphere.

Plant-growth promoting has great commercial importance for sustainable agriculture. Several
authors claim that the genus Bacillus as preferred in the elaboration of biological formulations
destined to phytopathogens control and vegetal growth (Borriss 2011; Chithrashree,
Udayashankar et al. 2011; Chen, Chen et al. 2013; Prathap and Ranjitha-Kumari 2014).

In addition, results relating the effect of the formulations applied on tomato seeds and the
increase of the indole-acetic acid content in the vegetable tissues demonstrate that the B12
and B47 isolates have promising PGPR attributes to be developed as formulations based on
cassava and arrowroot for the promotion of plant growth.

Although it is known that all plant tissues can produce low auxins levels, apical meristems of
the stem are the main centers of production of this hormone. Auxins may assume antagonistic
effects, depending on their location; at the same time as they are responsible for the cellular
expansion in the aerial part, can inhibit the expansion of the roots. (Taiz, Zeiger et al. 2017).
This indication corroborates with the results of this study when comparing the different levels

of indole-acetic acid in the plant tissues in relation to the morphological parameters of the
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plants. There was clearly an increase in shoot growth over the root expansion of
microbiolized tomato plants with B. methylotrophicus-containing formulations.

Kumar, Rajam et al. (2017) verified similar behavior in plants of Vigna radiata and Vigna
mungo, occurring growth promotion in plants treated with IAA produced by Trichoderma
viride VKF3. These authors describe a significant increase of shoot growth, however, there
was no observation of major changes in root growth.

Moreover, the study is consistent with Harikrishnan, Vellasamy et al. (2014) who found a
substantial increase in shoot length, total dry weight and vigor index of rice plants treated
with IAA from Streptomyces sp VSMGT1014.

As contrast, the plants applied with B47 and those that did not receive any Bacillus source
had the highest IAA content in roots. This fact may be related to a delay in the production of
phytohormone by plants, corroborating with the results of vigor index, root volume, total
length and total dry matter, where these plants obtained lower growth performance when
compared to the other treatments.

Finally, the median performance presented by the treatments with sodium alginate can be
explained since the product creates a viscous mucilage that hinders the application of the

formulation and can also impede the contact of Bacillus with the root system of the plants.

Material and Methods

Experimental location and treatment arrangement

The tests were performed at the Plant Pathology Laboratory and Greenhouse, located at the
State University of Maranhdo - UEMA in Maranhao State, Brazil.

Powder formulations were prepared by aseptically mixing 400 mL of bacterial suspension
(108 cfu/mL), with 1.0 kg of cassava powder (Manihot esculenta L.), arrowroot (Maranta
arundinacea L.) and sodium alginate, separately. Two isolates of Bacillus methylotrophicus -
B12 and B47 were used. The isolates are from mycology collection "Prof. Gilson Soares da
Silva" on MGSSB12 and MGSSB47 record. The powdered substrates were pre-sterilized in
autoclave at 121 ° C for 20 minutes. The formulations were used after 30 days of BOD
storage at a temperature of 2512 °C and photoperiod of 12 hours under fluorescent white
light.

The research considered as treatments: Suspensions of B. methylotrophicus B12 and B47
(SUS.B12 and SUS.B47), cassava powder + B. methylotrophicus B12 and B47 (MAN.B12
and MAN.B47), arrowroot powder + B. methylotrophicus B12 and B47 (ARA.B12 and
ARA.B47), sodium alginate powder + B. methylotrophicus B12 and B47 (ALG.B12 and
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ALG.B47), QUARTZ® (fungicide based on B. methylotrophicus); besides control treatment
only with distilled and deionized water- HO.DD (CONTROL).

The seeds of the cultivar Santa Cruz were microbiolized with suspension of B.
methylotrophicus by immersion of the seeds in the liquid suspensions and mixtures in the
powder formulations in the proportion of 20 g/kg of seed. The microbiolized seeds were
seeded in tubes for the growth promotion experiment.

The seeds were sown and kept for 30 days in tubes with 6.5 cm of superior diameter,
containing inert and sterile substrate (vermiculite), leaving one plant per tube. All plants

received two applications of 5 g of fertilization NPK 4-14-8 per tube applied on substrate.

Determination of morphological parameters

The percentage of germination was evaluated 14 days after sowing, characterized as the
portion of germinated seeds presenting its two cotyledons visible above the substrate.
Growth parameters were evaluated at 30 days of cultivation, including: a) root and shoot
length, measured with millimeter ruler; b) total length obtained by the sum of the root and
shoot length; ¢) root and shoot dry mass, expressed in grams, obtained in precision balance
accurate to 0.001g. To determine the dry mass, the plant material was oven dried with forced
air circulation at 65 °C until reaching constant weight; d) total dry mass in grams, obtained by
the sum of the dry mass of shoots and roots; €) root volume, expressed in cm?®, evaluated by
the displacement of the water column in graduated cylinder. The roots were washed and
placed in a beaker containing a known volume of water (100 mL) - by the difference, the
direct response of the root volume was obtained by the equivalence of units (1 mL = 1 cm?),
according to the methodology described by Scheffer-Basso (1999); ) The vigor index of
seedlings — V1., obtained using the formula described by Abdul-Baki and Anderson (1973):
VI = Length of seedlings (cm) x germination percentage. The data were submitted to analysis

of variance and their averages compared by parametric statistical tests.

Analysis of indole-acetic acid production

In addition, for the detection and quantification of IAA samples of shoots and roots were
collected. 1 g of roots / shoot per treatment were macerated in liquid nitrogen, adding 6 mL of
PBS 1X (pH = 7,2). The extracts were homogenized and centrifuged at 3000 g for 3 min at 4
°C. Then 0.5 ml of the supernatant was transferred jointly with 1 ml of Salkowski's Reagent
(10mM FeCl3, 34.3% perchloric acid) to a new tube, which was incubated in the dark at room
temperature for 30 min, adapted from Gordon and Weber (1951). After the reaction, the
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absorbance was measured at 520 nm, and all the tests were performed in triplicates. The
quantitative determination of IAA was performed from the regression obtained with the

standard curve (Ong /L, 10 png/L,20 ug/L,40 pg/ L, 60 pg/ L, 80 ug/L, 100 ug/L).

Statistical analyzes

The experiment was a completely randomized design, consisting of 10 treatments with four
replicates of 50 plants. Data were submitted to analysis of variance and their means compared
by mean tests. Pearson correlation analyzes were also performed to compare the independent

data.

Conclusions

This study demonstrates the ability of formulations containing native Bacillus
methylotrophicus from Maranhao/Brazil to promote plant growth of tomato plants,
stimulating the increase of the concentration of indole-acetic acid in vegetable tissues.
Powdered formulations of cassava and arrowroot containing Bacillus methylotrophicus B12
and B47 obtained satisfactory performance as products intended to promote plant growth.
The application of the products promotes a significant increase in the content of indole-acetic
acid in the tomato shoot, stimulating its growth and increase of the total dry matter of the

tomato plant.
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Table 1: Correlation matrix between morphological parameters of tomato plants

SH.L.
RO.L.
RO.VOL.
TO.L.

VI
SH.DM
RO.DM
TO.DM

SH.L. RO.L. RO.VOL. TO.L. VI SH.DM RO.DM TO.DM
1

0,01 1

0,04 0,04 1

0,84* 0,55* 0,06 1

0,82* 0,45* 0,01 0,94% 1

-0,08 0,31* 0,02 0,10* 0,04 1

-0,07  0,33* 0,09 0,12* 0,03 0,97 1

-0,08 0,31* 0,05 0,11* 0,04 0,98*  0,98* 1

*Correlations highlighted in bold are statistically significant (p<0.05). SH.L. = Shoot
Lenght; RO.L. = Root Lenght; RO.VOL. = Root Volume; TO.L. = Total Length; VI =
Growth Vigor Index; SH.DM = Shoot Dry mass; RO.DM = Root Dry mass; TO.DM =

Total Dry mass
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Figure 1: Growth parameters of tomato plants 30-day after sowing. Averages followed by the

same letter in parameter do not differ in a Tukey’s test (p <0.05; n = 446). Shoot Lengh: CV =
19,83; Root Lengh: CV = 21,15; Total Lengh: CV = 15,10; Shoot dry mass: CV = 21,30;
Root dry mass: CV =20,71; Total dry mass: CV =20,92; Root volume: CV =49,37; VI. CV
=15,15.
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Figure 2: indole acetic acid production per gram fresh matter of tomato plant tissue 30-day
after sowing. Averages followed by the same letter, capital letters between plant tissues and

lowercase letters between treatments, do not differ in the Tukey’s test (p<0.05)
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RELATORIO DESCRITIVO DE PATENTE DE INVENCAQ

COMPOSICAO DE BIOFERTILIZANTE PARA A PROMOCAO DE CRESCIMENTO E
CONTROLE DE FITOPATOGENOS EM OLERICOLAS

Campo da Invencio

A presente invengdo se situa no campo da agricultura com €nfase no manejo das
interagdes microbianas solo-cultura. Mais especificamente, a presente invencdo proporciona
composi¢do de biofertilizantes que favorecam a promog¢do de crescimento e aumento de
produtividade de olericolas além de auxiliarem na defesa vegetal contra agentes patogénicos.
Os biofertilizantes da inven¢do compreendem as linhagens de Bacillus methylotrophicus
provenientes da cole¢@o de microrganismos do Laboratorio de Fitopatologia da Universidade

Estadual do Maranhdo — UEMA, sobre registro MGSS B12 e MGSS B47.

Sumario da Invencao

Em um aspecto, a presente invengdo proporciona um processo de promogado de
crescimento e aumento de produtividade de olericolas, além da imunizagdo destas contra
agentes patogénicos, compreendendo a inoculagdo das mesmas com linhagens de Bacillus
methylotrophicus provenientes da colecdo de microrganismos do Laboratério de Fitopatologia
da Universidade Estadual do Maranhdo — UEMA, sobre registro MGSS B12 ¢ MGSS.

Sdo dadas, portanto, com énfase na promog¢do de crescimento e aumento de
produtividade de olericolas, as referidas etapas:

a) Isolar linhagens bacterianas associadas a lavouras de distintas localidades do Estado
do Maranhdo.

b) Caracterizar diferentes habilidades promotoras de crescimento vegetal entre as
bactérias isoladas a fim de que possam ser selecionadas com potencial para a produgdo de
biofertilizante.

¢) Selecionar isolados com potencial de promocgdo de crescimento de plantas de forma
quantitativa (n° de caracteristicas) e qualitativa (diferentes graus de atividade).

d) Selecionar substancias com potencial de veiculagdo das células bacterianas,

determinando a qualidade da colonizag¢do do material pelas células bacterianas.
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e) Contatar o referido isolado bacteriano selecionado com a planta de interesse, através
da inoculacdo das sementes.

f) Determinar a capacidade de promogao de crescimento e o aumento da produtividade
de plantas, através de experimentos em camara de crescimento e em experimento de
campo.

g) Determinar a capacidade de indu¢do de resisténcia do tomateiro, através da
quantifica¢do de enzimas envolvidas no processo de reducdo da severidade da doenca ou
induc¢do de resisténcia sistémica adquirida em plantas de tomate.

Em uma realizagdo preferencial, o melhoramento da presente inven¢do compreende a
modulag¢ao da fixagdo de nitrogénio e/ou de fatores promotores de crescimento.

E outro objeto da presente invengdo, composi¢des para biofertilizante agricola
compreendendo:

O material biologico de linhagens selecionadas.

Veiculo aceitavel e adequado para a pratica agricola.
Estes e outros objetos da invengdo serdo imediatamente valorizados pelos versados na

arte e pelas empresas com interesses no segmento, € serdo descritos em detalhes suficientes

para sua reproducdo na descricdo a seguir.

Descriciao Detalhada da Invencio

Os exemplos aqui mostrados tém o intuito somente de exemplificar uma das inimeras maneiras

de se realizar a invencdo, contudo sem limitar o escopo da mesma.

Composiciio de biofertilizante para a promocio de crescimento de plantas e Controle de

Fitopatogenos

O método envolvendo biofertilizante que favorece a promogdo de crescimento e o controle de

fitopatogenos em olericolas compreende as seguintes etapas:

Linhagens de Bacillus

As linhagens de Bacillus methylotrophicus MGSS B12 ¢ MGSS B47 da presente

invencdo foram isoladas durante analise de material vegetal de cultivares de arroz de diferentes
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regides, através do emprego de metodologias que favorecem o isolamento de bactérias

endofiticas.
Material Bioldgico

O material bioldgico util na presente inveng¢ao inclui, mas ndo se limita aos elementos
como DNA, RNAs e/ou proteinas, inteiros ou parciais, isolados de de Bacillus
methylotrophicus MGSS B12 ¢ MGSS B47.
Material Biologico Vegetal

O material bioldgico util na presente inveng¢do inclui, mas ndo se limita aos elementos
como DNA, RNAs e/ou proteinas, inteiros ou parciais, células, orgdos, tecidos vegetais,
incluindo plantas e/ou sementes em formacdo ou completamente formadas.
Células trabalhadas

As células trabalhadas da presente inven¢do compreendem pelo menos um material
biolégico de linhagens escolhidas que compreende Bacillus methylotrophicus MGSS B12 e
MGSS B47.
Formulacgoes
As formulagdes da presente invengdo compreendem:
a) O material bioldgico de linhagens selecionadas.
b) Veiculo aceitavel e adequado para a pratica agricola.
Veiculo aceitdvel e adequado para a prdtica agricola

O veiculo aceitavel da presente invencdo pode ser escolhido do grupo que compreende

excipientes e carreadores aceitaveis para a pratica agricola, doses e tratamentos convenientes

para uso em composi¢des particulares que podem ser descritas em uma série de regimes.
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Exemplo 1. Obtencio e caracterizacio das bactérias promotoras de crescimento
vegetal

Teste de eficiéncia de formulacoes para veiculacdo de Bacillus methylotrophicus.

Foram preparadas formulagdes em pod misturando-se assepticamente 400 mL de
suspensdo bacteriana com 108 ufc/mL, com 1,0 kg de pé de mandioca (Manihot esculenta L.),
araruta (Maranta arundinacea 1.) e alginato de sodio, separadamente. Foram utilizados dois
isolados de Bacillus methylotrophicus - MGSS B12 ¢ MGSS B47, provenientes da cole¢do de
microrganismos do Laboratdrio de Fitopatologia da UEMA, sobre registro MGSS B12 e MGSS
B47. Os substratos em p6 foram previamente esterilizados em autoclave a 121 °C, durante 20
minutos. As formulag¢des foram utilizadas apos 30 dias de armazenamento em BOD em
temperatura de 2542 °C e fotoperiodo de 12 horas sob luz branca fluorescente.

O material foi acondicionado em temperatura ambiente e testado a viabilidade das
células bacterianas ao longo do tempo, através do reisolamento em meio de cultura BDA e
quantifica¢do por contagem indireta de células bacterianas através de método adaptado de
LUDWIG et al. (2004), que consistiu da adi¢cdo de 25 ml de solucdo salina (NaCl 0,85 %) a
cada parcela experimental, sendo a concentragdo definida por espectrofotometria a 540 nm.

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado e
consistiram na avalia¢do da viabilidade das células bacterianas nos periodos de 03, 05, 10, 30,
45, 60, 90 e 120 dias apds o preparo das formulagdes com as féculas, cada um com cinco

repetigdes.

Experimentos de promogdo de crescimento de arroz em casa de vegetacdo

As sementes de tomate cv. Santa Cruz foram microbiolizadas com suspensdo de B.
methylotrophicus pela imersdo das sementes nas suspensdes liquidas e misturadas nas
formulagdes em pd na proporcdo de 20 g/kg de semente.

As sementes foram semeadas e mantidas por 30 dias em tubetes de 6,5 cm de didmetro
superior contendo substrato inerte e estéril (vermiculita), deixando-se uma planta por tubete.
Todas as plantas receberam duas aplicagcdes de adubagdo foliar NPK 8-8-8 aplicado com
pulverizador costal até o ponto de escorrimento foliar.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, consistindo de 13

tratamentos com quatro repeti¢des de 100 plantas. Foi realizada avaliagdo da percentagem de
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germinagdo 14 dias apds a semeadura, caracterizada como a por¢do de sementes germinadas
apresentando seus dois cotilédones visiveis acima do substrato.

Avaliou-se parametros de crescimento aos 30 dias de cultivo, incluindo: comprimento de raiz,
comprimento de parte aérea, massa seca de raiz, massa seca de parte aérea. O indice de vigor
de plantulas foi obtido usando a férmula descrita por ABDUL-BAKI ¢ ANDERSON (1973):
IVP = Comprimento de plantulas (cm) x percentual de germinag¢do. Os dados foram submetidos

a analise de variadncia e suas médias comparadas por teste de médias.

Exemplo 2. Caracterizacdo das bactérias como indutoras de resisténcia

Ensaio de inducdo de resisténcia no tomateiro @ murcha de Fusarium

Foram consideradas as seguintes fontes de variag@o: Suspensdes de Bacillus B12 ¢ B47
(SUS.B12 e SUS.B47), p6 de mandioca + Bacillus B12 ¢ B47 (MAN.B12 ¢ MAN.B47), po
araruta + Bacillus B12 e B47 (ARA.B12 e ARA.B47), pé de alginato de sédio + Bacillus B12
e B47 (ALG.B12 e ALG.B47), QUARTZ® (fungicida a base de B. methylotrophicus); além
de tratamentos controle constituidos pela aplicagdo das formulagdes com dgua Destilada e
Deionizada (H20 DD), como segue: p6 de mandioca + H20 DD (MAN.CRT), p6 de araruta +
H20 DD (ARA.CRT), alginato + H20 DD (ALG.CRT) e H20 DD (CONTROLE).

As sementes de tomate cv. Santa Cruz foram microbiolizadas com suspensdo de B.
methylotrophicus pela imersdo das sementes nas suspensdes liquidas e misturas nas
formulagdes em pd na proporcdo de 20 g/kg de semente.

Para o experimento de indu¢do de resisténcia as mudas foram produzidas em bandejas
e, 15 dias apos a semeadura ocorreu o transplantio para vasos de 5,0 L contendo solo e esterco
bovino autoclavados, na propor¢do 1:3, mantendo-se trés plantas.vaso™ correspondendo a uma
unidade experimental. Trinta dias apds a semeadura realizou-se a inoculagédo de F. oxysporum
f. sp. lycopersici, proveniente da cole¢do de microrganismos do Laboratorio de Fitopatologia
da UEMA, sobre registro MGSS 42, através da deposi¢do de 60 mL da suspensdo de indculo
(1 x 10° conidios.ml-1) em cada vaso.

As plantas de tomateiro foram mantidas em casa de vegetacdo até o término das
avaliagGes. O delineamento experimental para a analise de indug@o de resisténcia e controle da
doenga foi inteiramente casualizado, em arranjo fatorial, com 13 (tratamentos) x 2
(presenga/auséncia do patdogeno) com 04 repeti¢cdes, sendo uma parcela representada por um

vaso contendo trés plantas.
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Foram coletadas amostras de folhas 24, 48 e 240 horas apds a inoculagdo do patdogeno
para avaliag@o da producéo de PR-proteinas. A avaliacdo da severidade da doenca foi realizada
aos 21 dias ap0s a inoculagéo através de escala de notas de SANTOS (1999), de 1 a 5 avaliando
os sintomas externos, sendo nota 1 dada as plantas sadias, nota 2 para as plantas doentes com
sintoma vascular leve, nota 3 para as plantas com sintoma de amarelecimento foliar e
escurecimento vascular, nota 4 para as plantas com murcha severa associada a escurecimento
vascular, necrose foliar e clorose e nota 5 para as plantas mortas. Os resultados da severidade
foram expressos em percentual de controle da doenca.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e suas médias comparadas por testes

de média.

Producdo de biofertilizante

A producdo dos biofertilizantes contendo a linhagem de Bacillus methylotrophicus
MGSS 12 e MGSS 47 foi realizada na sede do laboratdrio de Fitopatologia, pertencente ao
Nucleo de Biotecnologia Agrondmica da universidade Estadual do Maranhdo, localizada em
Sao Luis, através da infestagdo dos materiais em po.

Formula¢des em pd foram preparadas misturando-se assepticamente 400 mL de
suspensdo bacteriana com 108 ufc/mL, com 1,0 kg de p6 de mandioca (Manihot esculenta L.),
araruta (Maranta arundinacea L.), separadamente.

A suspensio bacteriana é previamente preparada pela adi¢cdo de fragmentos de meio
de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA) em meio de cultura liquido Batata-Dextrose,
composto por 200 g de batata cozida e 20 g de Dextrose. O meio de cultura foi armazenado em
Erlenmeyer de vidro com bocal fechado com bucha de algodio e esterilizado em autoclave a
121°C e 20 minutos. Preparou-se meios de culturas individualizados para cada isolado
bacteriano.

Apbs 24 horas, o meio de cultura foi inoculado. A suspensdo bacteriana ficaram em
repouso em camara de incubagdo tipo BOD por 10 dias a temperatura de 25+2 °C e fotoperiodo
de 12 horas sob luz branca fluorescente. Apds transcorrido o tempo de 10 dias, leituras
espectrofotométicas foram realizadas para quantificagdo da concentracdo bacteriana e estd ¢
ajustada para 10”8 unidades formadoras de colonia / mL (ufc/mL).

Os substratos em p6 de mandioca e araruta foram provenientes de produgdo comercial

de féculas e/ou produgdo artesanal de agricultores familiares.
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Os substratos em pd foram previamente esterilizados em autoclave a 121 °C, durante
20 minutos.

Foram utilizados dois isolados de Bacillus methylotrophicus nativos do Maranhio e
extraidos de plantios de arroz no estado - MGSS B12 e MGSS B47. Tais isolados sdo
provenientes da cole¢do de microrganismos do Laboratorio de Fitopatologia da UEMA, sobre
registro MGSS B12 e MGSS B47.

O preparo das formulagdes € realizado em camara de fluxo laminar previamente
esterilizada por banho de radiagdo UV durante 30 min. A suspensdo bacteriana € injetada aos
substratos em po por auxilio de pipeta volumétrica de precisdo na propor¢do de 400 mL de
suspensdo para cada 1,0 kg de fécula. O material ¢ homogeneizado por 30 minutos em agitador
de bancada (Shaker) a fim de maximizar o contato da suspensdo bacteriana com o substrato em
po6. Se, depois de transcorrido o tempo de 30 minutos, ainda for verificada ma homogeneizagdo
do material, novo ciclo de 30 minutos ¢€ iniciado a fim de estabilizar a homogeneizagao.

Apbs o preparo, as formulagdes permanecem armazenadas em camara de incubagdo
tipo BOD por 30 dias em temperatura de 25+2 °C e fotoperiodo de 12 horas sob luz branca
fluorescente.

Apds o armazenamento inicial, o material ¢ acondicionado em temperatura ambiente
e testado a viabilidade das células bacterianas mensalmente através do reisolamento em meio
de cultura BDA e quantificag@o por contagem indireta de células bacterianas através de método
adaptado de LUDWIG et al. (2004), que consisti da adi¢do de 25 ml de solugdo salina (NaCl
0,85 %) a cada formulacdo, sendo a concentragdo definida por espectrofotometria a 540 nm.

Cada formulacdo fica armazenada em tubos Falcon de polipropileno individuais,
armazenados em triplicatas. A tampa dos tubos foi vedada com auxilio de filme de PVC
plastico esticavel. O preparo das formulacdes resulta em quatro (04) formulagdes diferentes,
como segue:

e P06 de mandioca (Manihot esculenta L.) contendo B. methylotrophicus - MGSS B12
e P6 de mandioca (Manihot esculenta L.) contendo B. methylotrophicus - MGSS B47
e P6 de Araruta (Maranta arundinacea L.) contendo B. methylotrophicus - MGSS B12
e P¢ de Araruta (Maranta arundinacea L.) contendo B. methylotrophicus - MGSS B47

Ensaio de eficiéncia de formulagoes para veiculacdo de Bacillus methylotrophicus
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A figura 1 mostra a taxa de colonizagdo das formulagdes pelos isolados de B.
methylotrophicus utilizados. Percebe-se que houve um crescimento exponencial do nimero de
células bacterianas colonizando os materiais. Este fato demonstra que, além de propicio a
veiculagdo da bactéria, permite a sobrevivéncia do indculo. As féculas de mandioca, araruta e
o alginato de sdédio serviram de substrato para o aumento do nimero de células bacterianas
provavelmente por ser fonte de carboidratos de facil degradagdo e assimilagdo por

microrganismos, a exemplo das elevadas taxas de amido presentes nos materiais.

Figura 1: Taxa de colonizagao de isolados B. methylotrophicus (MGSS B12 e MGSS B47) em

diferentes formula¢des armazenadas a 25 °C e fotoperiodo de 12 horas
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Percebe-se que a taxa de colonizac¢do variou visivelmente em fungdo do isolado de B.
methylotrophicus, ¢ do produto utilizado, ocorrendo uma flutuacdo do numero de células entre
2,0x10™ e 3,6x10", valores considerados significantes, quando comparados ao crescimento
médio dessas bactérias em meio de cultura BDA. Essa flutuacdo pode ser explicada pela
hipotese da cultura em sistema continuo (MADIGAN et al., 2010), onde ocorre a renovagao
constante de nutrientes e a remoc¢do de produtos do metabolismo.

A oferta de nutrientes e condigdes favoraveis a sobrevivéncia do microrganismo

determina a provavel viabilidade temporal de utiliza¢do da formulacdo como um transportador
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de B. methylotrophicus a ser utilizado no manejo de doengas de plantas cultivadas ou como
promotor de crescimento vegetal, tema de nossa pesquisa.

Analisando a tabela 1 verifica-se que, por mais que exista uma flutuacdo da
concentragdo de células nas formulagdes constatada na figura 2, ocorre uma estabilidade do
conteudo de células bacterianas quando comparamos os formulados entre si. Nota-se que, tanto
para o isolado MGSS B12 quanto para o MGSS B47, a taxa de colonizagdo foi maior nas
féculas naturais nas avalia¢des iniciais, se comparadas ao alginato de sddio, que s6 conseguiu
obter valor semelhante as féculas aos 10 dias de armazenamento, mantendo-se constante a

partir de entéo.
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Tabela 1: Taxa de colonizagdo de isolados B. methylotrophicus (MGSS B12 ¢ MGSS B47) em diferentes formulagcdes armazenadas a 25 °C e
fotoperiodo de 12h

Contagem de Células Bacterianas (ufc.mL")

Formulagdo  Bacillus Armazenamento (dias)

3 5 10 30
x:zgﬁ: ﬁgzggz g:igigg a0 3 GE+09 A g;gigg B 3oB109 A gzzgigg T 28EH09 A ;:ggigg Y 26E+09 A
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* Médias seguidas da mesma letra mindscula, nas colunas, ndo diferem diferem entre si na interagdo Formulagdo x Bacillus (Tukey, p<0,005)
** Médias seguidas da mesma letra maidscula, nas colunas, ndo diferem diferem entre si em fun¢@o da Formulagéo (Tukey, p<0,001)
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Uma analise mais aprofundada mostrou que, dependendo do isolado utilizado, mudou-se
também o comportamento dele junto a formulagdo. Para o isolado MGSS B47, o alginato
mostrou-se o melhor veiculo ao término dos 90 dias de avaliacdo, sendo inclusive superior ao
armazenamento do isolado MGSS B12 no mesmo produto. Porém a estabilidade entre as
formulagdes € notdria ao longo das avaliagdes, afirmando que as féculas naturais sdo excelentes
veiculos para as células bacterianas.

Baseado nesses dados levanta-se uma possivel hipdtese a ser testada, a combinagio de
isolados de B. methylotrophicus e combinacdo de produtos pode aumentar a vida ttil do

produto e a taxa de colonizagdo da formulac¢do por células bacterianas.

Ensaio de valiagdo de Bacillus sp. como promotor de crescimento de plantas e colonizador

dos tecidos vegetais

Observou-se capacidade de promogdo de crescimento nas plantas de tomateiro em
condicdes de casa de vegetagdo, através da veiculagdo das bactérias com as formulagdes
testadas (Figuras 2 e 3). Destacaram-se todas as variaveis testadas (altura de plantas,
comprimento de raiz, indice de vigor de plantulas, matéria seca de parte raiz e parte aérea e

matéria seca total), estimulando maior crescimento em plantas de tomateiro.

Figura 2. Comprimento de parte aérea e sistema
radicular de plantas de tomateiro (cm). IVP: indice de
vigor de Plantulas. Letras iguais ndo diferem entre si

pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.
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Figura 3. Massa seca de raiz, parte aérea e total de
plantas de tomateiro. Letras iguais ndo diferem

entre si pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.
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Percebe-se que todos os tratamentos contendo B. methylotrophicus promoveram aumento
do crescimento vegetal, com destaque ao comprimento do sistema radicular, onde todos os
tratamentos diferiram dos controles, indicando o potencial das rizobactérias em favorecer boas
condi¢des ao desenvolvimento da rizosfera (Figura 2).

Destaque para as formulacdes a base de Mandioca e Araruta contendo os isolados nativos
MGSS B12 e MGSS B47: os tratamentos promoveram significativo incremento no crescimento
das plantas, assemelhando-se ao produto comercial Quartz®. Esses resultados reforcam o
potencial bioldgico dos isolados testados, bem como a adaptabilidade destes quando
armazenados em formulagdes de baixo custo econdmico e ambiental.

Os materiais utilizados ndo devem interferir na interagdo bactéria-planta para serem
considerados veiculos minimamente aceitaveis e adequados para a pratica agricola, além disso
devem fornecer condigdes ideais ao bom desenvolvimento e armazenamento das cepas
bacterianas.

RPCV sdo excelentes sistemas modelo que podem fornecer biotecnologia com novos

constituintes genéticos e produtos quimicos bioativos com diversos usos na agricultura
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sustentavel, fornecendo controle de doengas que ndo podem ou sdo parcialmente gerenciadas
por outras estratégias de controle.

Os tratamentos a base alginato sodio ndo diferiram dos controles quanto o comprimento
da parte aérea. Foi observado que o alginato produziu uma mucilagem espessa ao redor das
sementes, que pode ter atrasado a emergéncia e/ou desenvolvimento da parte aérea para esses
tratamentos.

Conciliados a excelente taxa de germinacdo para todas as sementes (superior a 94 %), o
valor de IVP médio demonstra que todas as plantas tratadas com B. methylotrophicus tiveram
rapido desenvolvimento vegetativo, sendo superiores aos tratamentos controle (Tukey, p<0,05)
o que lhes conferem alta capacidade de sobrevivéncia, vigor e estabilidade de producio.

Os tratamentos contendo somente as formulacdes de p6é de mandioca, araruta e alginato
de sodio sem a presenga do B. methylotrophicus apresentaram IVP semelhantes
estatisticamente entre si, enquanto a testemunha apresentou os menores valores para todos os
parametros de crescimento avaliados.

Os valores de matéria seca corroboram com os padrdes de crescimento apresentados
anteriormente (Figura 7). Todos os tratamentos contendo B. methylotrophicus apresentaram
valores significativos de massa seca de raiz, parte aérea e total, se comparados com os
tratamentos controles, com excec¢do dos tratamentos a base alginato sodio e o tratamento com
suspensdo de Bacillus MGSS B47, que se assemelharam a alguns controles, mesmo diferindo
da testemunha absoluta, que continha somente agua.

O actimulo total de biomassa seca promovido pelos tratamentos com B. methylotrophicus
nativos em formulagdes de Mandioca e Araruta representa significante avango na busca por
formulagdes bioativas promissoras, sendo os dados lineares com os encontrados para tamanho
de tamanho de plantas (parte aérea e sistema radicular) e [VP.

Esse incremento notavel no crescimento vegetal somado a acumulo de biomassa pode
ser explicado porque varias estirpes de Bacillus spp. e outras RPCV t€m a capacidade de
promover o crescimento e incremento no rendimento das culturas através de uma maior
absor¢do de nutrientes estimulados por fatores de promog¢ao do crescimento como expressio
de genes precursores de AIA e GA3 e diminui¢@o do nivel de etileno devido a colonizagdo da

raiz (CHEN et al., 2007).
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Uso dos biofertilizantes contento Bacillus sp. como Indutor de Resisténcia no controle da

Murcha de Fusarium do Tomateiro

Entre as formulagdes testadas, somente o Quartz® limitou-se no controle da murcha de
Fusarium, controlando apenas 60 % da doeng¢a (Figura 3). Os demais tratamentos contendo
suspensdo de B. methylotrophicus nativos do Maranhdo apresentaram relevante redu¢do na
doenga, com auséncia de sintomas nas plantas e inibi¢do superior a 70 % da doenca, em
comparagdo com a testemunha absoluta, que apresentou murcha severa associada a

escurecimento vascular.

Figura 3. Controle da Murcha de Fusarium pela
aplicacdo de formulacdes a base de Bacillus
methylotrophicus. Letras iguais ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.
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Estes resultados eram esperados, visto que mudangas metabdlicas importantes foram
observadas se comparamos as diferencas significativas entre as atividades de PR-proteinas,
confirmando houve ativacgdo de resisténcia sistémica na cultivar de tomateiro Santa Cruz, com
controle de F. oxysporum f. sp. lycopersici pela aplicagdo de formulacdes a base de B.

methylotrophicus (Figuras 4 e 5).



Figura 4. Efeito das Formulag¢des na produgio de
Peroxidade (POD) e Polifenoloxidade (PPO) 240
horas apos a inoculagdo, no controle da murcha de
fusarium em tomateiro. Letras iguais ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.
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Figura 5. Atividades das enzimas Peroxidase (POD), Polifenoloxidase (PPO) e 3-1,3-glucanase (3 -1,3) em plantas de
tomateiro 25, 48 e 240 horas ap0s a inoculagdo de F. oxysporum f. sp. lycopersici. Letras iguais ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.
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Foi observada uma relacdo direta entre a a¢do das formula¢des na inducdo de atividade
de Peroxidases e Polifenoloxidases e o controle da doenca, indicando que estas enzimas
participaram ativamente no combate ao agente etiolégico da Murcha (Figura 4).

Resultados semelhantes foram obtidos por SOTOYAMA et al. (2016) que verificaram o
controle de F. oxysporum f. sp. lycopersici com a aplicagdo de B. amyloliquefaciens com
aplicagdo de real time-PCR para expressdo relativa de varias PR-proteinas, como glucanase
acida, glucanase basica, quitinase acida e quitinase basica.

Bactérias endofiticas promovem o crescimento vegetal e regulacdo de hormdnios de
defesa, podendo ser utilizados no controle ecoldgico de F. oxysporum f. sp. lycopersici como
sugerido por SHAHZAD et al. (2017) ao estudarem B. amyloliquefaciens em plantas de
tomateiro.

As atividades de peroxidase e polifenoloxidase apresentaram valores crescentes ao longo
das avaliagdes, diferindo significativamente dos tratamentos controles em cada avaliagdo
(figura 5). ARAUJO e MENEZES (2009) observaram diferenca significativa na avaliago da
atividade de peroxidase promovida por ASM, Azoxystrobin e Bacillus subtilis utilizados como
indutores de resisténcia em plantas de tomateiro. Da mesma forma, (MANDAL et al., 2009)
demonstraram que a atividade de Peroxidase apresentou um forte aumento em resposta a
aplicagdo de 4cido salicilico, andlogo ao ASM, ao longo de 168 horas (7 dias) em plantas de
tomateiro.

Valores elevados de PR-proteinas poucas horas apos a aplica¢do do patéogeno indicam a
priori que a planta despertou ou constituiu fontes de defesa, caracteristica primordial da indugao
descrita por diversos autores como um estado de alerta, onde a planta responde com maior
agilidade e efici€éncia quando do estabelecimento do patdégeno desafiante.

Para diversos autores, a aplicag¢do de indutores de resisténcia promove a ativagdo da RSA,
ocorrendo uma marcante redugdo nos sintomas da doenca uma vez que ocorre inicialmente na
regido da infecc¢do, buscando impedir ou retardar a penetragdo do patégeno (MEI et al., 2014;
KIM et al., 2015).

Os dados corroboram com os resultados encontrados por AKRAM et al. (2015), que
avaliaram a aplicacdo de B. subtilis contra murcha de fusarium de tomate e determinaram a
concentragdo de enzimas como fenilalanina amdnia-liase, polifenoloxidase e peroxidase, com
expressivo aumento das atividades de PPO e POD.

O valores de -1,3-glucanase apresentaram pouca diferenga estatistica, se comparados aos

tratamentos controles, além de decrescerem ao longo das coletas. Esses resultados divergem
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dos encontrados por SOLANKI et al. (2012), que encontraram expressdo génica e amplificacdo
de B-1,3-glucanase em plantas tratadas com cepas de Bacillus spp. contra Rhizoctonia solani

em tomate.
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Reivindicacoes

COMPOSICAO DE BIOFERTILIZANTE PARA A PROMOCAO DE CRESCIMENTO E
CONTROLE DE FITOPATOGENOS EM OLERICOLAS

1. Composi¢do de biofertilizante a base de Bacillus methylotrophicus provenientes da
cole¢do de microrganismos do Laboratorio de Fitopatologia da Universidade Estadual do
Maranhido — UEMA, sobre registro MGSS B12 ¢ MGSS B47 que favoregam a promocéo de

crescimento e a imunizagdo de olericolas contra o ataque de fitopatdégenos.

2. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que a referida
composi¢do biofertilizante modula fatores promotores de crescimento e/ou indutores de

resisténcia contra fitopatdgenos.

3. Composig¢ao biofertilizante caracterizada por compreender:

a) pelo menos um material bioldgico de espécies e/ou linhagens escolhidas que compreende
Bacillus methylotrophicus MGSS B12 e MGSS B47.

b) veiculo agriculturalmente aceitavel.

Resumo

COMPOSICAO DE BIOFERTILIZANTE PARA A PROMOCAO DE CRESCIMENTO E
CONTROLE DE FITOPATOGENOS EM OLERICOLAS

A presente invengdo descreve a composicdo de biofertilizante & base de bactérias
promotoras de crescimento vegetal e antagonistas a fitopatogenos. Na maioria dos resultados,
os biofertilizantes da presente invengdo mostraram eficiéncia no processo de promogdo de
crescimento vegetal, com significante desenvolvimento de biomassa area e radicular,
alcangando maiores indices de vigor de plantulas e consequentemente qualidade no plantel.
Além disso, demonstram também que a ativagdo de enzimas de defesa vegetal, aumentando a
atividade de peroxidases e polifenoloxidases em plantas de tomateiro, promovendo significante

reducdo da murcha de fusarium sob as condi¢des estudadas.
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. Os biofertilizantes da presente invengdo compreendem as linhagens de Bacillus
methylotrophicus MGSS 12 e MGSS 47. Os dados apresentados aqui se encontram

parcialmente publicados, além disso, experimentos adicionais serdo necessarios.
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CONSIDERACOES FINAIS

Atualmente as medidas de controle sugeridas para diminuir perdas ocasionadas por essa
doenga s@o pouco eficientes e hd um déficit de cultivares resistentes disponiveis no mercado. O
problema ganha maior importancia em fun¢éo da variabilidade de ragas do fungo promotoras
da doenga.

Este trabalho abre a possibilidade do manejo ecoldgico da cultura do tomateiro através da
promogao do crescimento vegetal pelo estimulo de aumento da producdo de 4cido indol acético,
aliada ao controle da murcha de fusarium do tomateiro, gerando conhecimento bésico sobre
aspectos bioquimicos envolvidos na defesa do tomateiro sob cultivo protegido.

A tese abre novas linhas de pesquisa com as bactérias testadas, sendo estas:

1. Testes em condi¢des de campo em diferentes localidades.

2. Testes qualitativos e quantitativos para determinagdo de caracteristicas bioquimicas e

fisiologicas associadas com bactérias promotoras do crescimento vegetal.

3. Avaliacgdo do efeito de formulagdes contendo os dois isolados MGSS B12 ¢ MGSS

B47.
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