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RESUMO

O milho é uma das culturas mais antigas do mundo e apresenta grande
importancia econdmica no Brasil e no mundo, devido a seus diversos usos,
especialmente na alimentagdo animal e humana. Dessa forma, torna-se
imprescindivel um controle eficiente e sustentavel das patologias que
acometem esse cultivo, como as podridbes de colmo, que sdo causadas
principalmente por fungos dos géneros Colletotrichum, Fusarium e
Stenocarpella. Nesse contexto, podem ser usados controladores biolégicos,
como bactérias endofiticas, que tém mostrado cada vez mais seu elevado
potencial de beneficiar as plantas, via mecanismos como a antibiose e a
inducdo de resisténcia sistémica das plantas. O objetivo deste trabalho foi
investigar nove isolados bacterianos quanto ao seu potencial para o biocontrole
de fungos causadores de podriddes de colmo em milho. Para isso foram
conduzidos ensaios in vitro e in vivo, e analisados genes relacionados a
mecanismos de biocontrole, da via biossintética NRPS (Nonribosomal Peptide
Synthetase), que sintetiza compostos com acgao antifungica, como fengicinas e
surfactinas. O experimento de cultura pareada realizado in vitro apresentou
resultados satisfatérios, com porcentagens de inibicdo do crescimento micelial
fungico superior a 70%. Quatro cepas apresentaram melhores resultados no
experimento in vitro (LGMB141, LGMB143, LGMB152 e LGMB242) e foram
identificadas por meio de analise multilocus dos genes 16S rRNA, gyrA, recA e
rpoB, como pertencentes a espécie Bacillus velezensis. Essas cepas tiveram
amplificagdo positiva para os genes da via NRPS. Assim, conclui-se que cepas
de Bacillus velezensis sao promissoras para uso agricola no controle de
fitopatdgenos, sendo necessarios estudos que esclaregcam sua eficiéncia de
uso em condi¢des de campo.

Palavras-chave: Biocontrole; Bacillus velezensis; Podridoes de Colmo de Milho.



ABSTRACT

Maize is one of the oldest crops in the world and it has great economic
importance in Brazil and worldwide due to its various uses, especially in animal
and human feeding. Thus, it is essential to control efficiently and sustainably the
pathologies that affect this crop, such as stalk rot, which are mainly caused by
fungi of the genera Colletotrichum, Fusarium and Stenocarpella. In this context,
biological controllers can be used, such as endophytic bacteria, which have
increasingly shown their high potential to benefit plants due to their various
modes of action, such as antibiosis and induction of systemic resistance in
plants. The objective of this work was to investigate nine bacterial isolates
regarding their potential for the biocontrol of fungi causing stem rot in maize.
For this, in vitro and in vivo assays were conducted, and genes related to
biocontrol mechanisms of the biosynthetic pathway NRPS (Nonribosomal
Peptide Synthetase) were analyzed, which synthesizes compounds with
antifungal action, such as fengicins and surfactins. The paired culture
experiment performed in vitro showed satisfactory results, with percentages of
inhibition of fungal mycelial growth greater than 70%. Four strains showed the
best results in the in vitro experiment (LGMB141, LGMB143, LGMB152 and
LGMB242) and were identified by multilocus analysis of the genes 16S rRNA,
gyrA, recA and rpoB, as belonging to the species
Bacillus velezensis. These strains had positive amplification for the NRPS
pathway genes. Thus, it is concluded that Bacillus velezensis strains are
promising for agricultural use in the control of phytopathogens, requiring studies
that clarify their efficiency of use under field conditions.

Keywords: Biocontrol; Bacillus velezensis; Maize Stalk rot.
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1 INTRODUGAO

Ha& uma necessidade global de atender a crescente demanda alimentar
da populagdo humana (Alexandratos et al. 2012; Chakraborty e Newton 2011).
Atualmente, a produgdo de milho é protegida contra fitopatdgenos e de
condicbes climaticas adversas por pesticidas quimicos e pela selecao de
genotipos vegetais resistentes (Boyd et al., 2013; Carvalho, 2017). No entanto,
ambas as estratégias tém limitagdes. Os pesticidas ndo sao eficazes contra
todas as doencas e podem representar um risco para a saude e para 0 meio
ambiente, com residuos toxicos que podem se acumular no solo e
posteriormente passar para os alimentos (Cheng et al. 2019 e Pal, 2006), e as
plantas resistentes selecionadas via melhoramento genético, podem ter essa
resisténcia superada por patdgenos mutantes em poucos anos, com a
necessidade continua da criagdo de novos cultivares resistentes a
fitopatébgenos (McHughen e Wager, 2010). Portanto, a aplicagdo de
microrganismos que possam atuar no biocontrole de fitopatégenos emerge
como uma alternativa ambientalmente sustentavel (Berg, 2009; Saravanakumar
et al., 2017; Wang et al., 2020). Além disso, o desenvolvimento de novas
ferramentas para uma agricultura sustentavel se encaixa perfeitamente com as
preocupagdes publicas constantemente dirigidas a alimentos seguros, de alta

qualidade e sem pesticidas (Sarrocco e Vannacci, 2018).

O milho é uma das culturas que podem se beneficiar do uso do
biocontrole. Atualmente, essa cultura € de grande importancia mundial devido
aos seus diversos usos, principalmente na alimentagcdo animal, mas também
na alimentagdo humana e como matéria-prima para diversas industrias (Nuss e
Tanumihardjo, 2010; Ranum, Pefia-Rosas e Garcia-Casal, 2014). Entre as
causas que podem ser atribuidas a diminuicdo da producdo de milho, as
perdas causadas por patdogenos vegetais e pragas agricolas desempenham um
papel crucial, uma vez que sao responsaveis por perdas estimadas em 22,5%
da produgédo global desta safra. Desse percentual 6,5% ocorre devido a
podridées do colmo de milho (Savary et al., 2019), que no Brasil, sdo causados
principalmente pelos fungos Fusarium graminearum, Fusarium verticillioides,

Colletotrichum graminicola e Stenocarpella sp. (Nesi, 2016).
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Uma das alternativas para o tratamento de doencgas vegetais € o uso de
microrganismos para biocontrole (Li et al.,, 2018). Cepas de bactérias sao
investigadas para esse fim e espécies do género Bacillus sdo altamente
promissoras (Torres et al., 2017). Bacillus velezensis foi relatado como inibidor
do crescimento de muitos  fungos patogénicos, tais como
Cryphonectria parasitica, Helicobasidium purpureum,
Cylindrocladium quinqueseptatum, Aspergillus flavus (Xu, Zhu e Li, 2016)
Cylindrocladium quinqueseptatum (Xu, Zhu e Li, 2016),
Ralstonia solanacearum, Fusarium oxysporum (Cao et al., 2018) e
Rhizoctonia solani (Chowdhury et al., 2013). Esse biocontrole pode estar
relacionado a biossintese de lipopeptideos (surfactina, iturina e fengicina, por
exemplo), que sao sintetizados independentemente de maquinas ribossémicas,
em grandes complexos enzimaticos chamados de sintitase de peptideos nao

ribossémicos (NRPS) (Martinez-Nunez e Lopez, 2016).

Outro desafio além de encontrar microrganismos promissores para uso
agricola, é criar formas que facilitem o uso desses produtos pelo agricultor
(Bashan et al., 2014). Os produtos liquidos convencionalmente utilizados tém
algumas desvantagens como a vida util limitada, condigdes de resfriamento
necessarias para armazenamento a longo prazo e custos elevados, fatos que
limitam seu uso em alguns casos (Stephens e Rask, 2000). Uma das
possibilidades para substituir os produtos liquidos sao as capsulas de alginato,
uma vez que a preparacao dessas estruturas contendo bactérias € bastante
simples e essas formulagbes sdo nao toxicas, biodegradaveis e os
microrganismos sdo lentamene liberados para o solo, aumentando a eficiéncia

de microrganismos inoculados (Bashan et al., 2002).

Portanto, como ha poucos estudos direcionados ao uso de B. velezensis
em podriddes de colmo de milho e também nao ha relatos de diferentes formas
de uso dessa bactéria no campo, o objetivo deste trabalho foi avaliar o
potencial de uma cepa de B. velezensis isolada das raizes do milho buscando
respostas para perguntas sobre seu modo de agao e sua viabilidade para uso

como biocontroladora na cultura do milho.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MILHO

O milho € uma das culturas mais antigas do mundo e desde que seu
processo de domesticagao iniciou na Mesoamérica esse grao tem sido parte
integrante da dieta de muitos povos (SERNA-SALDIVAR E CARRILLO, 2018).
Cerca de 15% da produgdo mundial € consumida diretamente por seres
humanos (FAO, 2019). No Brasil, esse valor é de aproximadamente 3%, sendo
consumido principalmente sob a forma de seus derivados: fub4, farinha, dleo e
amido. Em nivel nacional, os grandes setores consumidores desse cultivo séo
a producao de alimento animal, que utiliza cerca de 59% do que é produzido e
como matéria prima para fins industriais, ficando esse setor com 7,5% da
producdo. Outro destino importante do que é produzido sdo as exportacdes

que representam 28% do uso deste cereal no pais (CONAB, 2016).

No Brasil, em relagdo ao cultivo total de graos, o milho representa uma
média de 40% da producdao em toneladas e 28% da area plantada do pais
(CONAB, 2016). Os estados do Mato Grosso e do Parana sdo os maiores
produtores, de modo que no Mato grosso a produgdo da safra 2018/2019
chegou a 31,3 toneladas e no Parana esse valor foi de 16,7 toneladas. A
justificativa da diferenga de quase o dobro do estado do Mato Grosso em
relacdo ao Parana esta na area plantada, visto que a produtividade média em
ambos é de 6,3 ton/ha (CONAB, 2019).

Entre as safras de 2007 a 2017 o Brasil foi responsavel, em média, por
8% da produ¢cdo mundial de milho (CONAB, 2018). Na safra 2018/2019 a
producdo mundial chegou a 1,12 bilhdo de toneladas, estando o Brasil na
terceira colocagdo do ranking com 101 milhdes de toneladas, atras dos
Estados Unidos e China (USDA, 2019). Estes dois paises apresentam valores
superiores de produtividade em relagao ao Brasil e de acordo com a CONAB
(2019) a produtividade brasileira na ultima safra atingiu 5,7 ton/ha, enquanto

que nos EUA esse valor chegou a aproximadamente 11 ton/ha (USDA, 2019).
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Tendo em vista que o Brasil apresenta potencial para uma maior
producédo desse grao devido ao clima do pais (CONAB, 2018), dois sdo os
motivos apontados para a baixa produtividade observada: a baixa aplicacéo de
tecnologias pelas pequenas propriedades e os entraves governamentais que
dificultam a producao pela falta de agdes como a disponibilizacdo de crédito,
politica de preco minimo, infraestrutura de armazenamento e logistica de
transporte (FANCELLI, ALVES E ALMEIDA, 2015). Nesse sentido, sera cada
vez mais importante concentrar esforcos para balancear os investimentos em
tecnologia com as necessidades do produtor e do consumidor, buscando o

melhor desempenho do cultivo de milho no Brasil (CONAB, 2016).

2.1.1 Doengas fitopatogénicas como limitantes de produtividade do milho e
seus impactos

Uma vez que a produtividade do milho no Brasil representa metade da
produtividade nos Estados Unidos (CONAB, 2019; USDA, 2019) é importante
direcionarmos esforgcos para otimizar o desenvolvimento dessa cultura no pais,
pois o setor ainda precisa solucionar obstaculos que impedem a maxima
eficiéncia das lavouras (CONTINI et al., 2019).

Entre as causas que podem ser atribuidas a diminuigdo da producao de
milho, as perdas causadas por patdgenos vegetais e pragas agricolas
representam uma parcela consideravel, visto que sdo responsaveis por perdas
estimadas em 22,5% da produgao global desta cultura, sendo cerca de 6,5%
desse valor relativos as podriddées de colmo do milho (SAVARY et al., 2019),
que no Brasil, de acordo com Nesi (2016) sdo causadas principalmente por
doengas como a antracnose (Colletotrichum graminicola), fusariose
(Fusarium verticillioides), giberela (Fusarium graminearum) e diplodia
(Stenocarpella maydis e Stenocarpella macrospora). Todos 0s anos essas
doencas causam perda de rendimento das lavouras em cerca de 5%, sendo
que sob algumas condicbes as perdas podem exceder 10 a 20%. lIsso
acontece porque plantas com caules prematuramente apodrecidos produzem
espigas leves e pouco preenchidas, devido ao acesso limitado a carboidratos

durante o preenchimento de grdos. Além disso, colmos infectados sé&o



17

convertidos a colmos ocos, ocasionando o tombamento da planta (JACKSON
et al., 2009).

O manejo destas doengas é um desafio, pois ndo sdo controladas
diretamente pelo uso de fungicidas foliares. Assim, além de praticas como o
uso de cultivares geneticamente resistentes e rotagdo de culturas que ja vém
sendo utilizadas como formas de controle, outras estratégias que possam
auxiliar no manejo desses patégenos sao fundamentais para a redugéo das

perdas causadas por esse grupo de doengas (CONTINI et al. 2019).

2.2 BACTERIAS ENDOFITICAS E O BIOCONTROLE

Desde que o termo endofitico surgiu em 1809 (LINK, 1809 apud
HARDOIM et al. 2015) muitas definigdes tém sido formuladas para caracterizar
esses microrganismos e a maioria delas se referem a microrganismos que
invadem tecidos de plantas sem causar doengas (STONE et al. 2000). Embora
esta definicdo venha sendo a base de muitos estudos, surgem algumas
questdes. Primeiro, essa definicdo sé consegue ser testada com enddfitos que
se desenvolvem em condigdes de laboratorio, ou seja, provavelmente existam
microrganismos que colonizam as plantas e ainda ndo foram isolados e
testados sobre sua patogenicidade (HARDOIM et al. 2015). Além disso, os
testes de patogenicidade sdo normalmente realizados com apenas uma ou
poucas espécies vegetais, embora a patogenicidade possa ocorrer em um
vegetal diferente, ou sob condi¢des diferentes (KLOEPPER et al. 2013). Dessa
forma, existem pesquisadores que afirmam que o termo enddfito deve se referir
apenas ao habitat e ndo a fungdo do microrganismo e, portanto, que o termo
deve ser geral e incluir todos os microrganismos que, a0 menos em parte de
sua vida colonizam tecidos vegetais internos (KUMAR et al., 2019).

Além dos microrganismos endofiticos existem os microrganismos que
colonizam o entorno das plantas, em regides denominadas de rizosfera
(proximas da raiz) e filosfera (demais tecidos da planta) (OROZCO-
MOSQUEDA et al. 2018). Estudos tém investigado a colonizacdo de tecidos

vegetais internos por endofitos, como o de Santoyo et al. (2016) que mostrou
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dados disponiveis sobre varios pontos de entrada desses microrganismos,
sendo a rizosfera uma importante regido, explicada por sua natureza rica em
nutrientes fornecidos pelos exsudatos radiculares. Ha, ainda, outras areas de
entrada, como lenticelas, estdbmatos, feridas, rupturas e noédulos, além da
heranca de enddfitos por transmisséao vertical, através de sementes (FRANK et
al., 2017).

O uso de microrganismo endofiticos com potencial para o controle
biolégico de patdogenos aparece como uma excelente opgdo para o
desenvolvimento de abordagens de manejo de baixo custo e sustentaveis para
proteger cultivos vegetais (AZCON-AGUILAR E BAREA, 1997). A Lei n° 7.802,

de 11 de julho de 1989, define um produto da categoria Agrotdxicos como:

[...] produtos e os agentes de processos fisicos, quimicos ou biolégicos,
destinados ao uso nos setores de producdo, no armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens na protegéo de florestas,
nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e também de ambientes
urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composi¢céo da
flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos

considerados nocivos.

Desse modo, enquadram-se nessa categoria os agentes biolégicos de
controle (parasitoides, predadores e nematoides), os agentes microbiolégicos
de controle (fungos, bactérias e virus), os semioquimicos, bioquimicos, extratos
vegetais e minerais, utilizados na agricultura com a finalidade de controlar

organismos considerados nocivos.

De acordo com Bettiol et al., 2012 no mercado mundial estao disponiveis
mais de 40 espécies de antagonistas utilizados para o controle de doencgas de
plantas e os principais géneros utilizados sao Trichoderma, responsavel por
quase metade (43%) dos antagonistas comercializados, seguido de Bacillus
(15%), Paecilomyces (8%) e Pseudomonas (6%). Em geral, esses produtos
sdo recomendados para o controle de Fusarium, Pythium, Rhizoctonia solani,
Macrophomina phaseolina, Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotium rolfsii, Botrytis
cinerea e Moniliophthora perniciosa, em culturas como feijdo, soja, algodéo,

fumo, morango, tomate, cebola, alho, flores, plantas ornamentais e cacaueiro.
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Contudo, nao existe comercialmente disponivel nenhum inoculante com
capacidade de controle sobre fungos que acometem a cultura do milho, e
estudos buscam microrganismos promissores para esse fim. Cheng et al.
(2018) testaram uma cepa de Bacillus methylotrophius e constataram um
controle de cerca de 80% das podriddes causadas por Fusarium graminearum
em ensaios in vitro e in vivo. Do mesmo modo, Parikh et al. (2018) usaram
cepas de Burkholderia, Bacillus e Trichoderma e obtiveram controle de até 60%
de Fusarim graminearum. Para o fungo Fusarium verticillioides também ja
existem resultados promissores de controle, como nos estudos de Figueroa-
Lopez et al. (2016) e Cavaglieri et al. (2005) que obtiveram porcentagens de
controle deste fungo em 45% e 60%, respectivamente. Ainda para o complexo
de podriddo de colmo, Bressan e Figueiredo (2005) utilizaram dois isolados
identificados como Streptomyces sp. e obtiveram controle de mais de 85% de

Stenocarpella maydis em ensaio em casa de vegetagao.

De acordo com Bashan et al. (2014) além de encontrar microrganismos
promissores para o uso agricola, € igualmente importante criar maneiras que
viabilizem o uso desses produtos pelo agricultor. Para isso, uma das
possibilidades sdo as capsulas de alginato de sddio, um polissacarideo que
ocorre naturalmente na parede celular de algas marinhas marrons
(Phaeophyceae) agindo como componente estrutural na parede celular e nos
espacos intracelulares, promovendo rigidez e, ao mesmo tempo, flexibilidade a
estes organismos (GARCIA-CRUZ E FOGGETTI, 2008). Esse polissacarideo
possui propriedades interessantes para uso biotecnolégico como a formagao
de uma matriz relativamente inerte, processo de encapsulagdo possivel a
temperatura ambiente e alta porosidade, que permitem a facil liberacido da
substancia encapsulada (SEZER E AKBUGA, 1999). As formulagbes de
alginato apresentam, ainda, outras vantagens, como sua natureza nao toxica,
biodegradabilidade, disponibilidade a custos razoaveis e lentiddo de liberagao
dos microrganismos para o solo, que é controlada pela estrutura polimérica
(BASHAN et al. 2002).

Diversos artigos foram publicados nos ultimos cinco anos utilizando-se
as palavras-chave "inoculante" ou "biofertilizante" seguido por "produgao" ou

"desenvolvimento". Portanto, espera-se que, nos proximos anos, inovacgdes
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nesse campo cheguem ao mercado, abrangendo tanto microrganismos, quanto
tecnologias que possam beneficiar o desenvolvimento agricola (SANTOS et al.
2019).

2.2.1 Mecanismos de biocontrole

O antagonismo exercido por microrganismos contra fitopatdégenos pode
acontecer de maneira direta ou indireta. Mecanismos como competicdo,
parasitismo e antibiose sdo exemplos de mecanismos diretos de antagonismo
(FRANCESCO et al. 2016). A competicado € a consequéncia da exigéncia do
mesmo espaco ou nutrientes por dois ou mais microrganismos (NUNES, 2012),
e 0 parasitismo ocorre quando um microrganismo se nutre das estruturas do
outro (SPADARO e GULLINO, 2004). Por fim, a antibiose ocorre pela produgéo
de metabdlitos secundarios que sdo compostos quimicamente complexos e
nao sao essenciais ao crescimento, mas que podem ser requeridos em
situacoes de estresse, tornando-se um fator chave na supressdo de
fitopatdgenos (BARRIOS-GONZALEZ et al. 2003).

Dentro da classe de metabdlitos secundarios tém-se os peptideos nao
ribossébmicos que apresentam propriedades diversas como: toxinas,
sideroforos, pigmentos, antibioticos, entre outros (RAAIUMAKERS et al., 2010).
Ao contrario de outras proteinas, a biossintese de metabdlitos secundarios é
independente de maquinarias ribossdmicas, de modo que sao sintetizados em
grandes complexos enzimaticos chamados de Nonribosomal peptide
synthetase (NRPS) (MARTINEZ-NUNEZ E LOPEZ, 2016).

Essas enzimas sdo divididas em modulos e cada moédulo, por sua vez,
possui ao menos trés principais dominios. O dominio de adenilagdo (A)é
responsavel pelo reconhecimento e sele¢cdo dos aminoacidos que compdem o
produto final, outro dominio chamado de proteina carreadora de peptidil (PCP),
representa a unidade de transporte entre 0 aminoacido ativado e o seu cofator,
e por fim, o dominio de condensagao (C), € a entidade central da sintese de
peptideos nao ribossémicos, pois € responsavel pela formacdo de vinculos
peptidicos entre os aminoacidos e as PCPs de mddulos adjacentes (FINKING e
MARAHIEL, 2004). Além dos dominios essenciais, uma seérie de outras

enzimas atuam na maturagcdo dos produtos formados como, por exemplo, a
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enzima tioesterase (TE) que catalisa o final da sintese por hidrdlise ou
ciclizacdo interna em bactérias (MARTINEZ-NUNEZ e LOPEZ, 2016) .

A producao de peptideos por bactérias in vitro esta relacionada com a
atividade antimicrobiana contra fitopatdgenos (DUNLAP et al. 2013) e uma
alternativa para facilitar a busca por grupamentos de genes que codificam um
produto dessa natureza envolve a triagem dos modulos enzimaticos, utilizando
experimentos de PCR (polymerase chain reaction) (O'HAGAN, 1992). Como
existem regides altamente conservadas nos dominios de adenilagdo desses
complexos enzimaticos € possivel desenhar primers que amplificam as regides
genbmicas correspondentes, sendo possivel inferir se um determinado
organismo apresenta potencial para a produ¢ao de peptideos nao-ribossomais
(AYUSO; CLARK; GONZALEZ, 2005; GENILLOUD, 2005).

Ja os mecanismos indiretos, que levam a protecédo da planta, acontecem
quando os vegetais desenvolvem respostas a estresses. Algumas dessas
respostas estdo limitadas ao 6rgéo danificado, mas outras se espalham e
auxiliam toda a planta (ROMERA et al. 2019). Estas ultimas respostas incluem
a Resisténcia Sistémica Adquirida (RSA) e a Resisténcia Sistémica Induzida
(RSI). A RSA é desenvolvida quando patégenos e insetos acometem a planta
induzindo o acumulo de acido salicilico, que € uma molécula sinal para a
secrecdo de proteinas relacionadas a patogénese, proteinas estas que
possuem atividades antimicrobianas (SPOEL e DONG, 2012). Por outro lado, a
RSI é mediada por microrganismos benéficos que desencadeiam a biossintese
dos hormdnios vegetais acido jasmonico e etileno, que por sua vez, estimulam
o desenvolvimento da resisténcia sistémica nas plantas (PIETERSE et al.
2014).

2.3 IDENTIFICACAO DE MICRORGANISMOS

Andlises moleculares se somaram as analises morfolégicas para
classificacdo de microrganismos. Isso torna-se necessario, pois as
caracteristicas fenotipicas de alguns microrganismos n&o sdo distintivas e,
principalmente, porque suas morfologias se alteraram de acordo com as

condigdes de cultivo (DU et al. 2012). O uso da sequéncia do gene 16S rRNA
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(subunidade menor do ribossomo) passou a ser utilizado como método padréo
na analise filogenética de bactérias e desta forma, estudos iniciaram o uso de
sequenciamento total ou parcial de genes ribossomais para classificar
microrganismos (GUEST et al. 2017). Isso se deve, principalmente, ao fato de
que o gene 16S rRNA cumpre a maior parte dos requisitos de um bom
marcador filogenético, pois ocorre onipresentemente em bactérias e tem fungao
indispensavel na sintese proteica, que por sua vez esta ligada a sua
conservagao evolutiva. No entanto, a principal desvantagem do uso do gene
16S rRNA como marcador filogenético € sua resolugéo insuficiente no nivel de
espécie, devido a seu nivel de conservagdo (GLAESER E KAMPFER, 2015).

Uma maior resolucédo dentro dos géneros pode ser obtida com analises
filogenéticas adicionais baseadas em genes codificadores de proteinas
conservadas, envolvidas em processos celulares essenciais chamados de
genes housekeeping que evoluem em taxas lentas e constantes (GLAESER E
KAMPFER, 2015). Desse modo, uma vez que a andlise de uma Unica proteina
nao reflete as relagdes filogenéticas gerais, filogenias baseadas em multiplos
genes foram introduzidas e tém sido usadas para definicdo de espécies, e esse
€ o0 caso da anadlise MLSA (Multilocus Sequence Analysis) (GEVERS et al.
2005). Dessa forma, na maioria das vezes uma linhagem desconhecida é
primeiramente classificada ao nivel de género com base no gene 16S rRNA e
entdo, a analise por MLSA ¢é aplicada a fim de se obter um poder de resolucao

maior entre espécies dentro de um género.

ApoOs a realizagéo da filogenia, outra técnica que pode ser utilizada para
confirmar a espécie do microrganismo é a analise por reagbes em cadeia da
polimerase (PCR) espécie-especifica, onde se utilizam primers que amplificam
regides presentes exclusivamente em uma unica espécie confirmando, assim,
a classificagdo do microrganismo (DUNLAP, 2019; LITAKER et al., 2019;
MARCHE et al., 2019; PECENKA et al., 2020).

O género Bacillus foi descrito por Cohn em 1872 e, de acordo com a
ultima atualizacéo da lista de nomes disponiveis na LPSN (List of Prokaryotic
Names with Standing in Nomenclature) haviam 284 espécies pertencentes ao
género Bacillus. Para classificagdes moleculares em MLSA, entre os genes

housekeeping mais utilizados para identificagédo de espécies do género Bacillus
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estdo os genes: gyrA (DNA gyrase subunit A) que codifica uma topoisomerase
tipo Il que alivia a tensao da dupla fita auxiliando na replicacdo, transcricéo,
recombinacéo e reparo do DNA; recA (recombinant protein A) que se trata de
uma proteina multifuncional envolvida na recombinagao homdloga e no reparo
do DNA; e rpoB (RNA polymerase subunit B) que catalisa a transcricdo do DNA
em RNA (BATEMAN, 2019).

2.3.1 Andlises filogenéticas

A histéria dos organismos é formada por uma série de mudancgas
evolutivas que sao hereditarias e, portanto, derivadas da ancestralidade
(CALDART, 2016). Sistemas de classificacdo que levam em conta a evolugao
entre as espécies podem ser representados através de reconstrucdes
filogenéticas que estimam a relagéo entre os organismos inferindo sua histéria
comum (MATA et al. 2009; MAURICIO et al. 2008). Para fazer isto, podem ser
utilizadas sequéncias de nucleotideos ou aminoacidos, de modo que locais
homodlogos sdo comparados uns com os outros, classificando assim o
organismo de interesse (ROKAS e CARROLL, 2005).

Para a constru¢do de uma arvore filogenética a partir de uma matriz de
dados ¢é preciso definir um modelo de substituicio de nucleotideos ou
aminoacidos, também chamado de modelo evolutivo (MASCHINEN et al.,
2009). Ha uma série de modelos evolutivos disponiveis a serem considerados,
dos mais simples aos mais complexos. Essa progressdo na complexidade é
caracterizada pelo aumento do numero de parametros considerados nas
analises e as estratégias de selegdo do modelo evolutivo buscam encontrar o
nivel adequado de complexidade baseado nos dados disponiveis (POSADA E
CRANDALL, 2001). Certa cautela é necessaria quando estamos procurando o
melhor modelo para dados heterogéneos. Por exemplo, para analises que
incluam mais de um gene ou regides codificantes e ndo-codificantes, ou seja,
regides genbmicas que estdo sujeitas a diferentes pressdes seletivas e
limitagdes evolutivas, um unico modelo evolutivo ndo representara todos os
dados. Dessa forma, uma solugdo ¢é realizar a andlise dos dados

separadamente para cada gene ou regiao (POSADA, 2008).
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Apos a escolha do modelo evolutivo, o préximo passo € optar por um
método de reconstrugdo filogenética que pode ser baseado em matrizes de
distancias (a matriz de dados é transformada em uma matriz de disténcia) ou
em analise de caracteres (0s nucleotideos sido analisados sitio a sitio)
(CALDART, 2016). A inferéncia Bayesiana € um método probabilistico baseado
em analise de caracteres desenvolvido por Thomas Bayes no século XVIII e
sua principal caracteristica € o uso de distribuicbes de probabilidade para
descrever a incerteza de todas as incognitas, incluindo o parametro modelo
(NASCIMENTO et al. 2017). Na maior parte dos casos, todas as arvores séo
consideradas igualmente provaveis a priori, € a probabilidade a posteriori é
calculada através de modelos de evolucdo de nucleotideos ou aminoacidos
(HUELSENBECK et al., 2001). Entretanto, a busca pela arvore mais provavel
entre todas as possibilidades n&do seria possivel, dessa forma, a solucéo
encontrada para esta limitagcdo € a utilizagdo de estratégias heuristicas, ou
seja, que simplificam e ignoram passos para tornar a analise factivel em um
tempo habil. Um dos algoritmos utilizados € a estimativa da probabilidade
posterior por aproximagao através de amostragem aleatéria por Cadeias
Markovianas (Markov chain Monte Carlo - MCMC) (RONQUIST E DEANS,
2010). A ideia central é de fazer pequenas mudangas aleatérias nos
parametros e, depois, aceita-las ou rejeita-las de acordo com a probabilidade
(RONQUIST et al., 2012). Por fim, essas analises dardo origem a uma arvore
filogenética proposta que pode ajudar a inferir a classificagdo de um

microrganismo de interesse.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Prospectar isolados bacterianos provenientes de raizes de milho quanto

ao seu potencial no controle de fungos pertencentes ao complexo de podridéo

no colmo em milho (Zea mays L.).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar in vitro a capacidade de nove isolados bacterianos de milho em
inibir o desenvolvimento dos fungos Colletotrichum graminicola,
Fusarium graminearum, Fusarium verticillioides e Stenocarpella sp., por
meio de cultura pareada e ensaios para deteccdo da produgao de
metabdlitos volateis e ndo-volateis.

Identificar em nivel de espécie os isolados bacterianos selecionados pelo
melhor desempenho nos ensaios in vitro, por meio de analise multilocus.
Caracterizar as possiveis rotas metabodlicas associadas ao antagonismo,
por meio de PCR especifica dos genes relacionados a via biossintética
NRPS, bem como aos compostos nela sintetizados, como fengicinas e
surfactinas.

Analisar a resposta agronémica do isolado bacteriano selecionado pelo
melhor desempenho nos ensaios in vitro frente aos fungos
Colletotrichum  graminicola, =~ Fusarium  graminearum,  Fusarium
verticillioides e Stenocarpella sp. em experimento em casa de vegetagao.
Avaliar a colonizagao bacteriana do isolado selecionado pelo melhor
desempenho nos ensaios in vitro para o experimento in vivo por meio de

técnicas de reisolamento.
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4 ARTIGO

Title: Potential Effect of Endophytic Bacillus velezensis Against Stalk Rot

Fungi in Maize (Zea mays L.)

41 ABSTRACT

Stalk rot is one of the most serious diseases in maize and effective control
measures are currently lacking. Therefore, this study aimed to investigate
possible biological agents for the management of this disease. One of this
agent is a endophytic bacterial strain isolated from maize roots (LGMB141) and
identified as Bacillus velezensis based on multilocus analyses of the genes
16S rRNA, gyrA, recA and rpoB. This one had considerable antifungal effect on
the in vitro mycelial growth of the fungi Colletotrichum graminicola,
Stenocarpella sp., Fusarium graminearum and Fusarium verticillioides, with
more than 70% of growth inhibition. This isolate also showed positive responses
regarding the presence of genes related to the biosynthesis pathway of
antimicrobial compounds (NRPS), as well as for the lipopeptides synthesized in
these pathways, exemplified here by the peptides surfactin and fengicin.
Consequently, B. velezensis strain LGMB141 has potential as agent of
biocontrol against maize stalk rot caused by fungi Colletotrichum graminicola,

Stenocarpella sp., Fusarium graminearum and Fusarium verticillioides.

Keywords: Biocontrol; Bacillus velezensis; Maize Stalk rot;

4.2 INTRODUCTION

There is a global need to meet the growing food demand of the human
population (Alexandratos et al. 2012; Chakraborty e Newton 2011). Currently,
corn production is protected from phytopathogens and adverse climatic
conditions by chemical pesticides and by the selection of resistant plant

genotypes (Boyd et al., 2013; Carvalho, 2017). However, both strategies have
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limitations. Pesticides are not effective against all diseases and can pose a risk
to health and to the environment with toxic residues that can accumulate in the
soil and subsequently pass into food (Cheng et al. 2019 e Pal, 2006). In relation
to the case of resistant plants selected via genetic improvement, this resistance
can be overcome by mutant pathogens in a few years, with the continued need
for the sealing of new cultivars resistant to phytopathogens (McHughen e
Wager, 2010). Therefore, the application of microorganisms that can act in the
biocontrol of phytopathogenies emerges as an environmentally sustainable
alternative for widespread approaches (Berg, 2009; Saravanakumar et al.,
2017; Wang et al., 2020). In this scenario, achieving food security is one of the
main global challenges in the next years and this does not imply only the use of
safe food for consumers, but making both safer food from the human health
perspective and with lowering the impact on the environment (FAO, 2009).
Furthermore, developing new tools for a sustainable agriculture perfectly fits
with the public concerns constantly addressed to safe, high quality and

pesticide-free food and feed (Sarrocco e Vannacci, 2018).

Maize is one of the crops that can benefit from the use of biocontrol.
Currently, this culture is one of great worldwide importance due to its various
uses, mainly in animal feed, but also in human food and as a raw material for
diverse industries (Nuss e Tanumihardjo, 2010; Ranum, Pefia-Rosas e Garcia-
Casal, 2014). Among the causes that can be attributed to the decrease in maize
production, losses caused by plant pathogens and agricultural pests play a
crucial role, since they are responsible for losses estimated at 22,5% of the
global production of this crop and about 6,5% of this percentage are relative to
the maize stalk rots (Savary et al., 2019), which in Brazil, are mainly caused by
the fungi Fusarium graminearum, Fusarium verticillioides,Colletotrichum

graminicola and Stenocarpella sp (Nesi, 2016).

One of the alternatives for the treatment of plant diseases is the use of
microorganisms for biocontrol (Li et al., 2018). Bacteria strains are investigated
and species of the genus Bacillus are highly promising (Torres et al., 2017).
Bacillus velezensis was reported like inhibitor of the growth of many pathogenic
fungi, such as Cryphonectria parasitica, Helicobasidium purpureum,

Cylindrocladium quinqueseptatum, Asperqillus flavus (Xu, Zhu e Li, 2016)
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Cylindrocladium  quinqueseptatum (Xu, Zhu e Li, 2016), Ralstonia
solanacearum, Fusarium oxysporum (Cao et al., 2018), and Rhizoctonia solani
(Chowdhury et al., 2013). Biocontrol can be related to the biosynthesis of
lipopeptides (surfactin, iturin, and fengycin, for example), which are synthesized
independently of ribosomal machinery, in large enzymatic complexes called

Nonribosomal peptide synthetase (NRPS) (Martinez-Nufiez e Lopez, 2016).

Another challenge besides finding promising microorganisms for
agricultural use, is to create ways that facilitate the use of these products by the
farmer (Bashan et al., 2014). The liquid products conventionally used have a
few disadvantages of like the limited shelf life, cold conditions required for long-
term storage and increased costs, facts that limit their use in some cases
(Stephens e Rask, 2000). One of the possibilities to replace the liquid products
are the alginate capsules, since the preparation of these structures containing
bacteria is quite simple and this formulations are non-toxic, biodegradable and
microorganisms slow released into the soil, increasing the efficiency of

inoculated microorganisms (Bashan et al., 2002).

Therefore, as there are few studies directed to the use of B. velezensis in
maize stalk rots and there are also no reports of different forms of use of this
bacterium in the field, the objective of this work was to evaluate the potential of
a strain of B. velezensis isolated from maize roots, which previously indicated
potential control in vitro against fungal diseases in maize leaves (lkeda et al.,
2018), searching answers for questions regarding its mode of action and its

viability for use as an biocontroler in maize crop.

4.3 MATERIAL AND METHODS

4.3.1 Biological material

Nine bacterial strains previously isolated from maize roots by lkeda et al.
(2013), and deposited at belonging to the Laboratory of Genetics of
Microorganisms Collection (LabGeM) of the Federal University of Parana
(UFPR), were used in this study. Eight of them (LGMB141, LGMB143,
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LGMB152, LGMB159, LGMB178, LGMB221, LGMB 235 and LGMB242) have
already been tested for their biocontrol potential against maize fungi Alternaria
sp.,

Diaporthe sp., Cercosporazeae maydis, Bipolaris maydis, Fusarium verticil-
lioides and Colletotrichum graminicola from leaves (lkeda et al., 2018). In
addition to these bacteria, another strains (LGMB194) from the same collection
was included in this study. All bacteria strains were stored in agar nutrient (NA)
culture medium under refrigeration (4°C). Fungal strains related to corn stalk
rots are also deposited in the same UFPR collection, were grown stored in
potato dextrose agar (PDA) medium: Fusarium graminearum LGMF1657,
Fusarium verticillioides LGMF1693, Colletotrichum graminicola LGMF1815 and
Stenocarpella sp. LGMF1822.

4 .3.2 Bacterial identification

Extraction of bacterial DNA

Genomic DNA extraction was performed according to Szilagyi-Zecchin et
al. (2014) with the following modification: bacteria were grown overnightin 3 mL
of LB medium (Luria Bertani) instead of DYGS medium.

Amplification, sequencing, and analysis of the 16S rRNA gene

The amplification was performed by PCR (Polymerase Chain Reaction)
with primers  fD1 (5'AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3I') and rD1
(5’AAGGAGGTGATCCAGCC3I’) (Weisburg et al., 1991) as described by Menna
et al. (2006). The samples were sequenced by the company GoGenetic
(Curitiba, Brazil) by capillary electrophoresis in an automatic DNA sequencer
model ABI PRISM 3500 Genetic Analyser. After sequenced the 16S rRNA

gene, it was possible to propose the genus of the nine bacterial strains by



30

comparing the samples sequences with GenBank data available in NCBI

(National Center for Biotechnology Information) using the BLAST tool.

Amplification, sequencing, and analysis of the gyrA, recA and rpoB genes

To identify the species of bacterial strains, three genes were amplified for

multilocus analysis: gyrA, recA, and rpoB, with the following primers:

PRIMERS SEQUENCES 573" REFERENCES

gyrA-42f CAGTCAGGAAATGCGTACGTCCTT  Rooney et al., 2009
gyrA-1066r CAAGGTAATGCTCCAGGCATTGCT  Rooney et al., 2009
recA-f GATCGTCAAGCAGCCTTAGAT Rooney et al., 2009
recA-r TTACCGACCATAACGCCGAC Rooney et al., 2009
rpoB-2292f GACGTGGGATGGCTACAACT Mohkam et al., 2016
rpoB-3354r ATTGTCGCCTTTAACGATGG Mohkam et al., 2016

The PCR reactions were performed with a final volume of 12.5 uL,
containing 1 X PCR buffer, 3 mM MgCly; 0.2 mM dNTPs; 1.2 uM of each primer;
0.75 U of Taq DNA polymerase and 100 ng of genomic DNA. The reaction was

processed in a thermocycler (BIO-RAD T100™ Thermal cycler) for each gene

according to the literature (Mohkam et al., 2016; Rooney et al., 2009). The

products resulted from PCR were submitted to electrophoresis in agarose gel

for 3 h at 4 v/icm and stained with ethidium bromide, in order to confirm the

amplification of the gene regions of interest. The samples were sequenced by

the company GoGenetic (Curitiba, Brazil).

Phylogenetic analyses

The genes sequences obtained were edited in the BioEdit software

version 7.2.5 and aligned in the MEGA v.7 software (Kumar, Stecher e Tamura,
2016) using the MUSCLE tool (Edgar, 2004) in a codon-wise manner for coding

sequences. The sequences of the reference species were obtained from the
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database "list of prokaryotic names with standing in nomenclature"
(http://lwww.bacterio.net/). Bayesian phylogenetic inference trees were
generated using the MrBayes software (3.2.7a) (Ronquist et al., 2012) using
partitioned analysis by codon position, using the appropriate evolutionary model
for each gene, including the four genes sequenced in the MLSA analysis
(Christensen et al., 2004; Paraskevopoulos et al., 2006; Zhu et al., 2005). The
MCMC convergence was accessed by both Tracer (Rambaut et al., 2018) and
RWTY r package (Warren et al., 2017) and each tree was edited with the help

of FigTree version 1.4.3.

4.3.3 Biocontrol of phytopathogenic fungi in vitro

The paired culture test was performed according to Shiomi (2008). The
nine bacterial strains used in this study were tested against the fungi
Colletotrichum graminicola, Stenocarpella sp., Fusarium graminearum and
Fusarium verticillioides. The experiment was carried out in triplicate and a
bacterium belonging to a genus Shigella (LGMB159) that contains species
related to human pathogens was used as control. The results were statistically
analysed in GraphPad Prism version 6.01 by means of ANOVA followed by
Dunnet test at 1% probability.

4.3.4 Proposal of biocontrol mechanisms

Analysis of volatile and non-volatile compounds

The bacteria strains with the best performance in the previous test were
evaluated for their production of volatile and non-volatile metabolites. The
production of non-volatile metabolites was evaluated according to the method
described by (Oliveira et al. 2015). Petri dishes containing only the fungus and

methanol, used as a metabolite vehicle, were the control.
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The production of volatile metabolites was investigated according to the
method described by (Catellan, 2009). The experiment was carried out in Petri
dishes with partitions, where on one side the bacteria of interest was inoculated
and on the other was inoculated a mycelium disc of the fungus to be inhibited.

Petri dishes containing only the fungi were used as control.

Both experiments were performed in triplicate and statistically analysed in
GraphPad Prism version 6.01 employing ANOVA followed by Dunnet test at 5%
probability.

Amplification of genes of the pathway NRPS

Gene amplification reaction was first performed to the adenylation domain
of the NRPS enzyme with primers: A3F
(5GCSTACSYSATSTACACSTCSGG3)) and A7R
(5'SASGTCVCCSGTSCGTA3") (Genilloud, 2005). For the strains that amplified
in the previous PCR followed to the amplification of regions encoding the

products fengicin and surfactin of these pathways, with the following primers:

PRIMERS SEQUENCES 5°3° REFERENCES

fenD-f GGCCCGTTCTCTCTAAAATCCA Bartel et al., 2019
fenD-r GTCATGCTGACGAGAGCAAA Bartel et al., 2019
srfA-f TCGGGACAGGAGaAGACATCAT  Bartel et al., 2019
SrfA-r CCACTCAAACGGATAATCCTGA  Bartel et al., 2019

PCR reactions were performed with a final volume of 25 pL, containing 1X
PCR buffer; 1.5 mM MgCly; 0.2mM dNTPs; 0.5 uM of each primer; 1 U of Taq
DNA polymerase and 200 ng of genomic DNA. The products resulting from
PCR were submitted to electrophoresis in agarose gel for 2 hours at 4 v/cm,
and stained with ethidium bromide in order to confirm the amplification of the
gene regions of interest. The PCR product size expected are: 700 bp for A3F
and A7R primers; 269 bp for fenD-f and fenD-r primers; and 201 bp for srfA-f

and srfA-r primers.
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4.3.5 In vivo biocontrol assay

Bacterial encapsulation

The most promising bacterium was selected in the in vitro assays and
used for the in vivo assay. A new alternative for inoculation via encapsulation
was evaluated in a greenhouse experiment. The bacterial strain selected was
previously grown overnight in LB liquid medium and standardized to a
concentration of 10® cells/mL. Subsequently, it was encapsulated following a
method proposed by (Sanhueza e Melo, 2008). The capsules were produced by
drip in a calcium chloride solution (0.25 M). After drying at 30°C in an oven, the

granules were stored at 4°C until their use.

Greenhouse experiment

The in vivo bacterial colonization test was conducted in a greenhouse
located in the Forest Sciences sector of the Federal University of Parana. The
maize hybrid AG8061, which has moderate tolerance to fungal disease attack,
was selected for this experiment. Before sowing, corn seeds were disinfested
with 70% alcohol, sodium hypochlorite 3%, and distilled water, and then
received the procedures compatible with each treatment of the assay. Seeds
that received the bacterial isolate in liquid culture medium (bacterium selected
for the best in vitro performance grown in LB liquid medium, at a concentration
of 10® cells/mL) were soaked in solution for two hours and then dried at room
temperature overnight. For the treatments in which the bacterium was
introduced in an encapsulated way, the number of capsules per vessel was
applied to ensure the same amount of bacteria provided by the liquid

preparation, which resulted in four capsules per vessel.

To evaluate the success of bacterial colonization, five plants were
evaluated 10 days after emergence. The roots of the collected plants were

superficially disinfested with 70% alcohol and 3% hypochlorite and five
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fragments of each root were inoculated in solid nutrient agar (NA) for bacterial
reisolation. As soon as the bacteria appeared in the plates they were purified for
subsequent DNA extraction and PCR amplification of the gene of sugar kinase,
which is specific for the identification of B. velezensis. The primers used were
Bvel-F (5-CCTTTGCGTTTTGTTACCC-3) and Bvel-R (5™
CACATCAATTCCTTCTCC-3') using conditions published elsewhere (Dunlap,
2019).

44 RESULTS

4 .4 1 Bacterial identification

The bacterial isolates identified by phylogenetic analysis of 16S rRNA
gene were classified as belonging to the genera Bacillus (LGMB141, LGMB143,
LGMB152, LGMB178, LGMB194, LGMB235 and LGMB242), Shigella
(LGMB159) and Enterobacter (LGMB221). Phylogenetic analyses continued
only with bacillus strains. A Bayesian inference tree was constructed to
determine which clade the isolates belonged (Figure 1, Suppl. Figure 1). At this
point, it was possible to identify that the isolates LGMB141, LGMB143,
LGMB152 and LGMB242 belong to the same clade, including Bacillus subtilis or

Bacillus velezensis isolates.
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FIGURE 1. Bayesian inference tree based on the 716S rRNA gene. Bacillus LGMB141,
LGMB143, LGMB152 and LGMB242 belong to Bacillus velezensis clade. The species
Caldibacillus debilis was used as outgroup. Values on the node indicate posterior probabilities.
Scale bar indicates substitutions per nucleotide position.

In the MLSA with the genes 16S rRNA, gyrA, recA and rpoB, it was
possible to classify these four isolates as Bacillus velezensis, it is even possible

to infer that these four strains are clones of the same strain of this species
(Figure 2).



36

Bacillus gobiensis FIAT-4402

0,74 Bacilfus aerius CH2-D42-30
0,93 Baciflus licheniformis DSM13
1 Bacillus haynesii NRRL B-41327
1 Bacillus sonorensis SRCM101395
- Bacillus swezeyi NRRL B-41924

1 Bacillus aerophitus 232
Bacillus altitudinis GQYP101
Bacillus stratosphericus WF06
Bacillus safensis U14-5
Bacillus australimaris NH711
Bacillus pumilus SH-B9
Baciilus zhangzhouensis DW5-4
Bacillus xiamenensis V3
ir Bacillus siamensis SCSIO 05746
Bacillus siamensis KCTC13613
Bacillus amyloliquefaciens KC41
Bacillus velezensis FZB42
" LGMB141
4[| LGMB143
LGMB152
LGMB242
Bacillus velezensis CBMB205
Bacillus amylfoliquefaciens DSM7
—— Bacillus nakamurai NRRL B-41091

1 Bacilfus atrophaeus GQJK17
E Bacillus halotolerans F41-3
0,99%- Bacillus mojavensis KCTC3706

1 0,75 Bacillus vallismortis DSM11031
0,93 Bacillus subtilis 168
1| lig3s Bacillus subtilis subsp. inaguosorum KCTC13429
=" Bacillus subtilis subsp. spizizenii TU-B-10
Bacillus tequilensis KCTC13662

Bacillus cellulosilyticus DSM2522

0,84 1

B. velezensisclade

0.07

FIGURE 2. Bayesian inference tree based on the Multilocus Sequence Analysis, with the genes
16S rRNA, gyrA, recA, and rpoB. Bacillus LGMB141, LGMB143, LGMB152 and LGMB242
belong to Bacillus velezensis species. The species Bacillus cellulosilyticus was used as an
outgroup. The type strain of B. velezensis is marked in bold. Scale bar indicates substitutions
per nucleotide position.

4.4.2 Biocontrol of phytopathogenic fungi in vitro

In the paired culture test, seven of the nine isolates tested showed
significant differences in the growth control of Colletotrichum graminicola,
Fusarium graminearum, Fusarium verticillioides e Stenocarpella sp. fungi
(Figure 3). Isolates LGMB178, LGMB194, and LGMB235 obtained positive
responses when evaluated at up to 5% probability (p<0.05), with a control of
32% of fungal growth in relation to a human pathogen bacteria (LGMB159),
which does not control phytopathogenic fungi.

Moreover, the isolates LGMB141, LGMB143, LGMB152 and LGMB242
were significant in up to 1% probability (p<0.01) controlling up to 72% of fungal
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growth in comparison to a human pathogen bacteria (LGMB159). Isolate
LGMB141 was selected for subsequent tests due to the lowest mean fungal
growth (Figure 3).

In the production of volatile and non-volatile metabolites, none of the

results obtained statistical differences between treatments (data not shown).

e p<0,01
o p<0,05

- p>005

Fungal mycelial growth (cm)

FIGURE 3. Fungal mycelial growth in the presence of bacterial isolates. A - The NI (not
inoculated) bar corresponds to fungal growth without the presence of bacteria. The error bars
represent the standard deviation. The p values were obtained by ANOVA followed by Dunnet
test. Replicates n = 3. The plates figures Petri dishes represent the fungal growth in the
presence of a bacterium with potential for biocontrol (LGMB141) and a non-controlling
bacterium of phytopathogens (LGMB159). B - Colletotrichum graminicola C - Stenocarpella sp.

D - Fusarium graminearum E - Fusarium verticillioides.
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4.4.3 Proposal of biocontrol mechanisms

In the amplification reaction for the adenylation domain of the enzyme
NRPS (Figure 4A), the four isolates identified as B. velezensis (LGMB141,
LGMB143, LGMB152 and LGMB242) were the only ones that evidenced the
presence of this gene (Fig. 4B). One of these isolates (LGMB141) was also
investigated for the presence of genes encoding one of the regions necessary
for the formation of two secondary metabolites formed by NRPS enzymes,
being surfactin (Fig. 4C) and fengicin (Fig. 4D), and the response was positive

for both genes tested.

4.4.4 In vivo biocontrol assay

Bacterial reisolation

Nine bacterial isolates were obtained from the reisolation process from
roots of the different treatments performed in greenhouse. Of these, four were
identified as B. velezensis in the species-specific PCR test performed. This
PCR was also performed for the four isolates previously identified as B.
velezensis (LGMB141, LGMB143, LGMB152 and LGMB242), to confirm the
efficacy of amplification. In this sense, the isolate LGMB194 (Bacillus sp.) and a
strain of Escherichia coli were also added to the reaction, which, as expected,

did not obtain amplification during the PCR process (Figure 5).

Reisolated strains that obtained amplification came from the following
treatments: LGMB194 inoculated, Without inoculation, LGMB141 inoculated in

capsule and LGMB141 inoculated in solution (Figure 5).
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FIGURE 4. Identification of genes related to biocontrol. A - Representation of the synthesis of
lipopeptides such as surfactins and fengicins, where each module, guided by the gene (srfA,
fen) corresponding to the product that will be formed, adds an amino acid to the chain of the
protein that will be formed. The adenylation domain highlighted in blue was the amplified region
that appears in the agarose gel of figure 4b. B - Agarose gel of the PCR products from using the
gene of adenylation domain of the enzyme NRPS. All isolates amplified belong to the species
Bacillus velezensis. The others isolates correspond to other species of the genus Bacillus. C
and D - Agarose gels of the PCR products from using the genes correlated with the surfactin
and fengicin metabolites, respectively.
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S0ph 141 143 162 242 194 S0pb e CONTROL  G0ph

41 i

FIGURE 5. Agarose gel of the PCR products from using Bvel-F and Bvel-R primers. Reisolated
strains that obtained amplification came from the following treatments: LGMB194 inoculated,
without inoculation, LGMB141 inoculated in capsule and LGMB141 inoculated in solution.
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4.5 DISCUSSION

Considering the few alternatives available for the control of
phytopathogenic fungi without the use of chemicals, it is important to search for
microorganisms that can act in the biocontrol of plant pathogens. In our study,
we investigated nine bacterial strains isolated from maize roots with possible
antagonistic action to fungi that cause maize stalk rot. Among the nine strains
that we started this work, two of them were identified as human pathogenic
belonging to the genera Shigella and Enterobacter (Dekker and Frank, 2016;
Fernandez-Garcia et al., 2016). The fact that soils are potential reservoirs for
human pathogens is widely known (Boschiroli et al., 2015). The other seven
bacteria from our study belong to the genus Bacillus. From this data, we can
already infer about the responses obtained in the in vitro antagonism test
against phytopathogenic fungi, where only the two genera considered human
pathogenic did not obtain significant positive responses in the fungal control.
The seven bacteria showed that they have some inhibitory effect on such
pathogens, as reported for other bacteria of the genus Bacillus (Caulier et al.,
2019). Among the seven isolates identified as Bacillus, four of them were more
responsive in fungal inhibition in vitro and all of them were identified as B.
velezensis in the MLSA analysis we performed. This species has been studied
in recent years due to its biocontrol potential. A product containing the strain
FZB42 of B. velezensis called RhizoVital is available at the market for control of
fungal diseases of various crops such as lettuce, carrot, potato, cotton, corn,
tomato and some fruits (Li, 2016). Regarding the specific control of fungi that
cause maize stalk rot, there are several studies in which the genus Bacillus is
responsive to the control of fungi  Fusarium  graminearum,
Fusarim verticillioides, Colletrotrichum graminicola and Stenocarpella sp.
considering in vitro and in vivo assays (Bressan e Figueiredo, 2005; Cavaglieri
et al., 2005; Cheng et al., 2018; Figueroa-Lopez et al., 2016; Parikh, Eskelson e
Adesemoye, 2018). However, our study is pioneer in the report of B. velezensis
controlling fungi that cause maize stalk rot, so there are no specific reports of
B. velezensis in the control of these diseases and our study come up with
results that indicate that this control may be possible with our
B. velezensis isolate (LGMB141).
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In addition to in vitro control, we were able to identify some evidence that
the biocontrol mechanism of our B. velezensis strains is via secondary
metabolites. This was evidenced by PCR amplifications of genes that indicate
the presence of non-ribosomal enzymes, which are responsible for the
production of metabolites like fengicin and surfactin, which have already been
reported as active in the control of phytopathogens (Caulier et al., 2019; Hanif
et al., 2019; Rabbee et al., 2019).

Another important aspect in the use of bacteria for biocontrol is its capacity
of colonization when artificially inserted in the culture medium (Santos,
Nogueira e Hungria, 2019). We tried to evaluate colonization by means of
species-specific PCR and reisolation techniques, however, even in treatments
in which we did not inoculate our strain of B. velezensis this species was found.
This can be explained because B. velezensis is an endophytic bacterium of
maize and, may be present in the seed as reported in other studies (Kumar,
James e White, 2019; Yang et al., 2020). Therefore, reisolation techniques may
not be adequate. This makes difficult to verify the success of inoculation,
appointing in vivo experiments only with reisolation techniques. It makes
necessary to the need of using other techniques, such as the use of genetically

modified bacteria with fluorescent markers (Fan et al., 2011).

In conclusion, our results indicate that B. velezensis strains are promising
for agricultural use in the control of phytopathogens. Further studies will be
performed with the strains from our study to get more details about their

mechanisms of biocontrol, as well as their effect under field conditions.
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SUPPLEMENTARY FIGURE 1. Bayesian inference tree based on the 16S rRNA gene. The
species Caldibacillus debilis was used as outgroup. Values on the node indicate posterior

probabilities. Scale bar indicates substitutions per nucleotide position.



