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RESUMO GRAFICO
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RESUMO

As mudangas climaticas estdo afetando a producdo de muitas culturas e ha uma
necessidade crescente de reduzir o uso de produtos quimicos no campo. Com isso, a
producdo e uso do sorgo, uma cultura mais tolerante a escassez hidrica, estdo
crescendo no mundo assim como o uso agentes de controle biologico. O fungo
Colletotrichum graminicola, agente causador da antracnose, ¢ a doenca mais
importante na cultura. Até o momento, ndo ha nenhum produto biolégico para o seu
controle. Por isso, 0 objetivo deste estudo ¢ estudar um composto bioldgico que possa
reduzir a incidéncia e os danos da antracnose na producdo de sorgo e ainda fornecer
uma alternativa mais sustentdvel para a cultura. Bactérias isoladas do mel e
identificadas por meio de sequenciamento da regido 16S rDNA como pertencentes do
género Bacillus spp foram submetidos a testes in vitro para selecionar as cepas com
melhor antagonismo ao patdégeno. Foram extraidos os lipopeptideos destas bactérias e
constado a presenca de Surfactina, Fengicina e Iturina no extrato. Em casa de
vegetagdo, as bactérias e os extratos foram pulverizados em plantas de sorgo, onde os
melhores tratamentos foram selecionados para teste a campo por meio de indice de
clorofila e area foliar afetada. Avaliou-se a incidéncia, severidade e area foliar
atingida pela Antracnose a campo e conclui-se que trés isolados podem ser usados
como agentes no controle da antracnose em sorgo, na formulagdo com talco e na
formulagdo de lipopeptideos. Novos estudos sdo necessarios para avaliar a eficiéncia a
campo e melhorar a formulagdo dos lipopeptideos.

Palavras-chave: biocontrole; Bacillus; metabolitos.



ABSTRACT

Climate change is affecting the production of many crops and there is a growing need
to reduce the use of chemicals in the field. As a result, the production and use of
sorghum, a crop that is more tolerant to water scarcity, is growing worldwide, as is the
use of biological control agents. The fungus Colletotrichum graminicola, the
causative agent of anthracnose, is the most important disease in the crop. To date,
there is no biological product for its control. For this reason, the aim of this study is to
investigate a biological compound that can reduce the incidence and damage of
anthracnose in sorghum production and also provide a more sustainable alternative for
the crop. Bacteria isolated from honey and identified by sequencing the 16S rDNA
region as belonging to the genus Bacillus spp. were subjected to in vitro tests to select
the strains with the best antagonism to the pathogen. The lipopeptides of these
bacteria were extracted and the presence of Surfactin, Fengicin and Iturin in the
extract was verified. In the greenhouse, the bacteria and extracts were sprayed on
sorghum plants, where the best treatments were selected for field testing using the
chlorophyll index and affected leaf area. The incidence, severity and leaf area affected
by anthracnose in the field were evaluated and it was concluded that three isolates
could be used as agents to control anthracnose in sorghum, in the talc formulation and
in the lipopeptide formulation. Further studies are needed to evaluate field efficiency
and improve the lipopeptide formulation.

Key words: biocontrol; Bacillus; metabolite.
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1 Introducao

A Organizagdo das Nag¢des Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO,
2023) declarou o lano de 2023 como o "Ano Internacional do Sorgo". O objetivo €
promover seu cultivo devido a seus multiplos beneficios nutricionais e 4 saude, bem
como sua adequagdo ao cultivo em condi¢des climaticas adversas e variaveis. Essa
campanha estd alinhada com 6 das 17 metas de desenvolvimento sustentavel,
incluindo A¢do Climética, Fim da Fome e Consumo e Produc¢do Sustentaveis.

No Brasil, a produgéo de sorgo tem aumentado nos ultimos anos (IBGE, 2023)
devido a crescente demanda para alimentagdo animal, produ¢do de etanol e sua
adogdo em substituicdo ao milho nas situa¢des de déficit hidrico decorrente dos
efeitos do la nifia, além disso, acordos para exportagdo do grdo tem sido fechados, o
que deve aumentar a demanda e seu preco.

Uma maneira de melhorar a produtividade das culturas é controlar as doencas
que reduzem a produtividade. A antracnose do sorgo foi relatada pela primeira vez no
Togo em 1902 e atualmente é a principal doenca da cultura em todo o mundo. E uma
doenca causada pelo fungo Collefotrichum graminicola que infecta folhas, caules e
paniculas (Mathur ef al., 2002). A antracnose pode causar perdas de rendimento de 50
a 70%, reduzir a germinac¢do e pode ser disseminada por sementes (Ali ef al., 1992;
Thomas et al., 1995).

Esse patdgeno € controlado principalmente por fungicidas quimicos, que
permanecem no solo, no ar, na dgua € nos organismos vivos, contribuindo para a
perda da biodiversidade (Goulet ef al., 2023; Pesce ef al., 2023; Corréa et al., 2025).
Além disso, os casos de resisténcia de patdgenos a fungicidas aumentaram, assim
como o preco e as sangdes contra seu uso (Bruce ef al., 2017; Pertot ef al., 2017, Price
et al., 2015; MA; Michailides 2005).

O desafio de reduzir o uso de pesticidas quimicos tem sido uma tarefa
recorrente e essencial. O desenvolvimento e o registro de agentes de biocontrole estdo
crescendo em todo mundo (Pesce ef al., 2023; Adesina et al., 2023; Meng et al.,
2022). Dentre os organismos que se destacam na produgdo de bioinsumos estd o
género Bacillus, devido a caracteristicas como formagdo de endosporos, o que garante
maior resisténcia por este organismo as condigdes de aplicagdo e formulagdo

garantindo um produto estavel (Ongena & Jacques, 2008).



Entretanto, a caracteristica que realmente faz deste um grupo interessante no
uso como biopesticida, € a capacidade de produzir antibidticos como os lipopeptideos,
os quais sdo divididos em trés familias de moléculas; surfactina, iturina e fengicina
(Ongena & Jacques, 2008).

Ambas as moléculas possuem propriedades que agem contra a camada lipidica
de bactérias, virus, fungos e leveduras. Podem agir sinergicamente complementando
organismos-alvo e mecanismos de acdo (Maget-Dana, ef al., 1992; Ongena, et al.,
2007; Romero, et al., 2007).

Até o momento ndo hd nenhum agente de controle bioldgico registrado no
Brasil contra este patogeno, portanto, atendendo aos Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel, como o registro de agentes de biocontrole, qualquer pesquisa sobre novos
agentes bioldgicos que possam controlar doencas e melhorar a produtividade dos
alimentos ¢ incentivada (FAO, 2021).

Entdo, objetivou-se desenvolver e avaliar o potencial de uma cole¢do de

bactérias e seus lipopeptideos para o controle da antracnose da cultura do sorgo.

2 Material e métodos

O patdgeno usado neste estudo foi coletado de plantas infectadas em uma area
agricola do municipio de Maripa, Parana, Brasil, nas seguintes coordenadas:
24026'11.6 "S 53 051'34.7 "W.

Os esporos de C. graminicola foram produzidos em placas de Petri com meio
Farinha de aveia-agar (6% de farinha de aveia, 3% de agar), o fungo foi plantado no
centro e incubado em BOD a 25°C e fotoperiodo de 12h durante 10 dias.
Posteriormente os micélios foram lavados com 10 mL de solugdo salina 0,85% NaCl
para obtengdo da suspencdo de esporos e calibrada para a concentragdo de 1x10*

esporos mL! para uso nos experimentos (Valério ef al., 2005).

Figura 1. Arvore filogenética de patogeno isolado de Sorgo.



NR 111141.1 Colletotrichum sublineola
Isolado
NR 1111-9.1 Colletotrichum graminicola
NR 1711-8.1 Colletotrichum axonopodis
D NR 160754.1 Colletotrichum gloeosporioides

NR 111451 Colletotrichum truncatum
NR 111451 Colletotrichum truncatum

NR 14474 .1 Colletotrichum acutatum
NR 163523.1 Colletotrichum nigrum
NR 111341 Aspergillus niger

Para confirma¢do da identidade do patogeno foi feito o sequenciamento da
regido ITS-4 do DNA gendmico seguido pelo multialinhamento das sequéncias feito
no software ClustalW (https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw) e construcdo de
arvore filogenética pelo método de maximum-likelihood através do software Mega X
(https://www.megasoftware.net/) juntamente com as espécies provaveis cujas
sequéncias de referéncia foram  obtidas através do site BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (Figura 1). O DNA foi extraido conforme
Duarte et al. (2019).

Conforme a figura 1, o fungo isolado foi agrupado junto de Colletotrichum
sublineola, no entanto, conforme relatado por Costa et al. (2003), esta nomenclatura
ndo foi bem aceita e raramente ¢ atribuida a isolados oriundos de Sorghum bicolor,

por isso, confirmamos a identidade como C. graminicola.

2.1 Identificacao da bactéria

As bactérias usadas neste estudo pertencem a cole¢do de microrganismos do
laboratorio de biologia do solo da UFPR-Setor Palotina e sdo oriundas de isolamento
de amostras de mel conforme a norma de coleta de produtos de origem animal para
analises microbioldgicas (BRASIL, 2020). O isolamento foi feito pelo método de
plaqueamento de diluigdes seriadas em placas com meio DYGS (Rodrigues Neto et
al., 1986).

A identificacdo das cepas foi escolhida como "MELTA" porque elas foram
isoladas do mel e TA s@o as iniciais de Tetragonisca angustula, a abelha que produziu
esse mel.

Realizou-se a extragdo de DNA de todas as cepas seguindo o protocolo
baseado em CTAB (Minas et al., 2011). Em seguida, foi feita uma PCR (reacdo em
cadeia da polimerase) de acordo com o protocolo 16S (Weissburg et al., 1991) usando

os primers fD1 e rDI. O produto da PCR foi purificado e sequenciado pela ACTgene
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Analises Moleculares Ltd. (Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS,
Brasil) usando o sequenciador automatico AB 3500 Genetic Analyzer equipado com
capilares de 50 cm e polimero POP7 (Applied Biosystems) Os dados de
sequenciamento foram coletados usando o software Data Collection 3 (Applied
Biosystems).

As sequéncias forward e reverse foram analisadas no BioEdit para criar a
sequéncia de comsenso (HALL, 2021). Em seguida, essas sequéncias foram
submetidas ao BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para encontrar
espécies semelhantes. As trés espécies mais semelhantes para cada isolado foram
selecionadas e suas sequéncias de referéncia foram baixadas para construir a arvore
filogenética.

Primeiramente, todas as sequéncias foram multialinhadas com o ClustalW
(https://www.genome jp/tools-bin/clustalw), entdo usamos o software Mega X
(https://www.megasoftware.net/) para criar a arvore filogenética (Tamura K., 2021;

Thompson ef al., 1994).

2.2 Ensaio de antagonismo

O ensaio de antagonismo in vifro foi desenvolvido por meio da técnica de
dupla cultura (Paulitz ef al., 1992), as bactérias foram cultivadas em meio DYGS
(Rodrigues Neto ef al., 1986) a 270°C por 24 horas e o patogeno, C. graminicola, foi
cultivado em meio farinha de aveia-agar (Valerio ef al., 2005) a 25°C com 12 horas
de luz LED. Discos de 5 mm do fungo foram colocados no centro das placas de Petri
com meio Batata Dextrose Agar (BDA), as bactérias foram semeadas “riscadas” em
meio de cultura BDA, dentro de placas de Petri e, em seguida, armazenadas na
incubadora BOD a 250°C com 12 horas de luz (Kiraly ez al., 1970; Tuite, 1969).
Quando as hifas dos fungos nas placas controle, encostaram nas bordas das placas de
Petri foi medido o crescimento radial dos fungos, utilizando um paquimetro digital.

Esses testes foram feitos com 6 repeti¢des e repetidos duas vezes, em um
delineamento completamente casualizado.

O controle foi calculado com a férmula descrita por Gaigole ef al. (2011):

1= (C-T)/C x 100
Onde; 1 € a taxa de inibi¢do, C ¢é o crescimento radial do patdégeno nas placas

de controle e T € o crescimento radial do patégeno nas placas de tratamento.
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2.3 Producio de bactérias e extratos

As bactérias foram produzidas em meio liquido DYGS a 27°C, 220 rpm por
72h em agitador orbital, depois disso, centrifugadas a 2200 rpm por 10 min,
ressuspendidas em 50 mL de solugdo de salina 0,85% de NaCl e Tween 20 (1:1000) e,
em seguida, essa solu¢do foi misturada com 100g de formulagdo a base de talco
(81,5g de talco, 15g de CaCO03, 2,5g de glicose, 1g de carboximetilcelulose), seca a
55°C por 48h, moida com almofariz e pistilo e armazenada em geladeira até o uso
(Martinez-Alvarez ef al., 2016), a formulago visa manter a estabilidade e viabilidade
do indculo por mais tempo.

Para calibrar a concentragdo dos inoculos, a UFC (Unidade Formadora de
Colonia) foi obtida por meio de dilui¢do seriada de 1g dos indculos e espalhada em
100uL. em placas de Petri com meio DYGS e incubada em BOD nas mesmas
condi¢des que o crescimento das bactérias para a técnica de cultura dupla, as placas
foram contadas e a concentragdo calculada.

O extrato de lipopeptideos da bactéria foi obtido conforme relatado por Jia et
al. (2023) com algumas modificagdes, as bactérias foram cultivadas em frascos de
vidro de 2,5 L. com 2 L de meio de cultura DYGS liquido (sem adi¢do de agar), com
ar provido de um inalador com filtro bacterioldgico 0,45 um sob banho maria a 35°C
durante 72h. Apdés o cultivo, o caldo foi centrifugado para remover as células
bacterianas, o sobrenadante foi acidificado para pH 2,0 com uso de HCI 6M, deixado
overnight a 4°C e novamente centrifugado, agora para recuperar os lipopeptideos
precipitados, estes foram entdo ressuspendidos em 24 ml de metanol, para analise de
espectrometria de massas foi usado MeOH grau HPLC, para uso nos experimentos foi
utilizado MeOH normal, a solucdo foi entdo deixada em temperatura ambiente até a
completa evaporagdo do metanol, pesada para quantificacdo da produgdo e entdo o
extrato foi diluido em 6 ml de NaOH 1M e armazenado em geladeira para uso.

Os extratos das bactérias selecionadas foram submetidas a analise de
espectrometria de massas para confirmagdo da producdo de lipopeptideos pela
Central de andlises quimicas do instituto de biotecnologia da Universidade de Caxias
do Sul conforme a metodologia a seguir. Os produtos foram dissolvidos em uma
solugdo de 50% (v/v) de acetonitrila de grau cromatografico (Tedia, Fairfield, OH,
EUA), 50% (v/v) de 4gua deionizada e 0,1% de acido férmico. As solugdes foram

infundidas diretamente e individualmente na fonte ESI por meio de uma bomba de



seringa (Harvard Apparatus) a uma taxa de fluxo de 150 pL min™. ESI(+)-MS foi
adquirido usando um espectrometro de massa microTof (Q-TOF) hibrido de alta
resolugdo e alta precisio (5 uL/L) (Bruker® Scientific) nas seguintes condi¢des: as
tensdes do capilar e do cone foram ajustadas para +3500 V e +40 V, respectivamente,
com uma temperatura de dessolvatacdo de 100°C. Os ions de diagndstico em
diferentes fragcdes foram identificados pela comparacdo de sua massa exata (m/z) com
compostos identificados em estudos anteriores.

Para aquisi¢do e processamento dos dados de espectrometria de massa foi
usado o software de analise de dados QTOF-control (Bruker® Scientific). Os dados
foram coletados na faixa de m/z de 70-2000 na velocidade de duas varreduras por
segundo, fornecendo a resolugao de 50.000 (FWHM) em m/z 200. Apos estes foram

analisados no software Mzmine (Schmid ez al., 2023).

2.4 Ensaio em casa de vegetacio

Para o ensaio em casa de vegetacdo, foram semeados dois hibridos (PR401-
Priorizi® e ALVO-Nugrain®) escolhidos conforme relatado por produtores como
sendo cultivares mais resistentes e suscetiveis a antracnose respectivamente, com seis
repeticdes e doze tratamentos em delineamento inteiramente casualizado, o efeito das
bactérias foi testado em duas formulagdes, em talco e em lipopeptideos, também
foram utilizados trés controles e dois tratamentos comerciais, um controle sem
inoculac¢do da doencga, para contrapor os efeitos com uma planta sadia e dois controles
com apenas a formulagdo de diluicdo das bactérias, a formulacdo de talco e de
hidréxido de sodio.

Os tratamentos seguiram o esquema a seguir: TO: controle sem inoculagdo da
doenca; T1: controle Talco; T2: MELTAO04; T3: MELTAO2; T4: MELTAOS; T5:
MELTAO7; T6: controle NaOH"Agua; T7: extrato de MELTAO4; T8: extrato de
MELTAO2; T9: extrato de MELTAOS; T10: extrato de MELTAO7; T11: controle
biologico comercial Bombardeiro®™ (B. Subtilis, B. Velezensis, B. Pumilus); T12:
controle quimico comercial Alade®™ (Benzovindiflupir, Ciproconazol, Difenoconazol).

O solo usado nesses ensaios do tipo Latossolo vermelho eutroférrico tipico foi
coletado na area do campus da UFPR-Setor Palotina, analisado e corrigido com
CaCOj; trés meses antes da semeadura. A fertilizagdo foi feita no mesmo dia da

semeadura, de acordo com a necessidade equivalente da analise do solo (150 (+50
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apos a emergéncia) kg de nitrogénio, 56 kg de fosforo e 50 kg de potassio por
hectare).

Aos 30 e 37 dias apOs a emergéncia, as plantas foram pulverizadas com o
inéculo por meio de um pulverizador manual, as bactérias diluidas na concentragdo de
1x108 CFU mL™! e os lipopeptideos na concentragdo de S0ug mL™, a concentragdo de
ambos os produtos foi calculada e diluida a partir das contagem de UFC e pesagem
realizadas apods a produgdo, respectivamente. Cada planta foi pulverizada com 30 mL
da respectiva solug@o.

Apo6s 24 horas ultima aplicagdo dos tratamentos, a segunda folha abaixo da
folha bandeira foi submetida a ferimentos utilizando-se uma placa de agulhas com
uma agulha por centimetro quadrado e entdo pulverizada com a suspensdo de esporos
de C. graminicola.

Aos 7, 14 e 21 dias apos a inoculag@o, as plantas foram avaliadas quanto ao
indice de clorofila com o equipamento Clorofilog (FALKER) e, no final do
experimento aos 22 dias apos a inoculagdo, a segunda folha abaixo da folha bandeira
foi coletada e escaneada para analisar o percentual da area afetada pela doenca,
utilizando o pacote do RStudio Pliman (OLIVOTO, 2022).

Os dados da técnica de dupla cultura foram analisados no software R, usando

o pacote ExpDes.pt (Ferreira et al. 2014).

2.5 Ensaio de campo

O experimento foi implantado na fazenda experimental da Universidade
Federal do Parana - Palotina, em um Latossolo vermelho eutroférrico tipico. O clima
da regido ¢ classificado como subtropical por Koéppen, com temperaturas acima de
22 °C e mais de 30 mm de chuva no més mais seco (Alvares ef al., 2013).

Foram usados dois hibridos de sorgo, o NU420® e o ALVO®, ambos da
Nuseed® (https://nuseed.com/br/cultura/sorgo/) cuja emergéncia ocorreu dia 14/10/24.

Para esse estudo, foram utilizados 8 tratamentos com 5 repeti¢des seguindo
um delineamento em blocos casualisados, cada parcela foi composta de 8 linhas com
espacamento de 0,45 m e 4 m de comprimento. Os tratamentos utilizados foram: TO-
controle absoluto; T1: controle Talco; T2: MELTAOS; T3: MELTAO7; T4: extrato de
MELTAOS; TS5: extrato de MELTAO04; T6: controle bioloégico comercial
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Bombardeiro® (B. Subtilis, B. Velezensis, B. Pumilus), T7: controle quimico
comercial Alade® (Benzovindiflupir, Ciproconazol, Difenoconazol).

Da mesma forma que na casa de vegetagdo, as bactérias foram aplicadas na
concentra¢do de 1x10% CFU mL! e os lipopeptideos na concentra¢do de 50ug mL! e
a quantidade de calda aplicada foi a equivalente a 200 L ha™.

Foram realizadas trés aplicagdes dos tratamentos, aos 20, 35 e 50 dias apos a
emergéncia da cultura. Uma semana apos cada aplicagdo foi realizada uma avaliagdo
de incidéncia, contando o numero de plantas com sintomas, e uma avaliacdo de
severidade, onde as plantas da area util da parcela foram avaliadas conforme
metodologia de Trojan e Pria (2018).

No decorrer do desenvolvimento da cultura, foram realizadas quatro
aplicagdes de inseticidas quimicos (Clorpirifés e Lambda-Cialotrina) e trés capinas
manuais para controle de plantas daninhas.

Ap6s o florescimento da cultura, as paniculas ja fecundadas foram protegidas
com sacos de papel ou TNT contra o ataque de passaros.

Assim como no ensaio em casa de vegetagcdo, 3 folhas por parcela foram
coletadas apos a ultima avaliagdo e digitalizadas para analise do percentual de area
foliar afetada pela doenga.

Na maturidade fisiologica as paniculas foram colhidas manualmente, deixadas
em estufa a 50°C ou ao sol para secarem por um dia para facilitar a debulha,
debulhadas e entdo as sementes foram submetidas a analise de umidade e pesagem
para aferir a produtividade (kg ha'!).

Os dados foram submetidos as analise de variancia e as médias comparadas

pelo teste Tukey (p<0.05), utilizando o pacote ExpDes.pt (Ferreira et al., 2014).

3 Resultados

3.1 Identificacio das bactérias

O alinhamento multiplo foi realizado com o método de probabilidade maxima
e o modelo de 3 pardmetros de Tamura (Tamura, 1992). Uma distribui¢do discreta de
Gamma foi usada para modelar as diferengas de taxa evolutiva entre os locais (5
categorias (+G, parametro = 0,4224)). Foi possivel encontrar com relativa precisdo os

géneros e as espécies de cada isolado utilizados neste estudo (Figura 2).
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Figura 2 - Arvore filogenética das bactérias isoladas do mel e utilizadas para o estudo

de biocontrole do Colletotrichum graminicola.
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Legenda: em paréntesis; Codigo Sisgen. Bactérias isoladas do Mel foram designadas MELTAO1 a 11.

A medida que as bactérias foram identificadas, estas foram registradas no

Sisgen com os codigos apresentados na Figura 2.

Conforme o agrupamento e a similaridade das sequéncias obtidas com as

sequencias tipo depositadas no GenBank sugerimos as espécies descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Espécie mais provavel, com base no sequenciamento da regido 16S DNAr,

das cepas de bacterais isoladas do mel, e sua respectiva porcentagem de inibigdo in

vitro contra C. graminicola.
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Cédigo Comprimento Similaridade ~ Inibicdo  Tukey
Isolados Sisgen  Espécie mais proxima (pb) (%) (%) (p<0,05)
MELTAO1 AA7E561  Bacillus altitudinis 1453 99,25 515 ab
MELTAO02 ACOF956 Bacillus subtilis 1480 99.46 67,2% a
MELTAO03 A9CA33B  Bacillus altitudinis 1435 99.03 50,0 ab
MELTAO04 A24DD70  Bacillus siamensis 1497 99,33 67,2%
MELTAO05 A75C542  Bacillus altitudinis 1481 99,59 75,8%
MELTA06 ABA1521  Bacillus altitudinis 1511 99.09 66,2
MELTAO07 AI1EF244 Bacillus subtilis 1461 99,31 69,2%*
MELTAO08 A19A803  Bacillus altitudinis 1509 99 46 61,1 ab
MELTA09 AS5F694B Bacillus cereus 1479 99,39 333 b
MELTA10 A6B(C842 Bacillus subtilis 1503 99,60 54,5 ab
MELTA11 AE54CAE  Bacillus altitudinis 1494 9932 49,5 ab
CV (%) 17,84

*Isolados selecionados para os proximos testes.

A Tabela 1 mostra os resultados da inibi¢do em ensaios in vitro, o teste de

antagonismo revelou quatro isolados com inibigdo acima de 67%, estes foram para os

testes em casa de vegetacdo e identificagdo do extrato (MELTAO2, MELTAO04,
MELTAOS e MELTAO7).

Apenas uma bactéria (MELTAO7) alcangou um percentual de inibi¢ao

superior a 70%, e outra que ndo alcangou 50% (MELTAO9), mostrando que todas

possuem em algum grau uma capacidade de inibir o crescimento de C. graminicola

isolados do sorgo.

As massas exatas e os lipopeptideos dos isolados MELTAO02, MELTAO04,
MELTAOS e MELTAO7 foram analisadas no equipamento ESI-QTOF-MS e

comparadas com a literatura (Tabela 2).

Tabela 2. Massa e metabolitos secundarios produzidos pelas cepas MELTAO2,
MELTAO04, MELTAOS e MELTAO7 utilizadas neste estudo.

Metabolito
Massa secunddrio
Isolados observada  [M+H]" [M+Na]" identificado Referéncia
7-o0-malonyl
4,5 488.2353  489,2431 macrolactin A Chen et al. (2018)
7-o0-malonyl
4.2 510,2615  511,2693 macrolactin A Chen et al. (2018)
4 580,3007  581,3085 Bacillaene A Chen e al. (2018)
4 582,3040  583,3118 Bacillaene B Chen e al. (2018)
4 602,2929  603,3007 Bacillaene A Chen e al. (2018)
5 604,3943  605,4021 Bacillaene B Chen e al. (2018)
7 994,6103 1017,600 Iturina A Zhao et al. (2013)
Pathak er al. (2014); Pecci et
al. (2010); de Souza et al.
7 1008,6341 1009,6419 Surfactina (2018)



Chen et al. (2019); Jemil et

7 1016,6011 1017,6089 Surfactina al. 2017)
Pathak ef al. (2014); de
7 1022,6512  1023,6590 Surfactina Souza ef al. (2018)
Chen et al. (2019); Jemil et
2,4,5,7 1030,6153 1031,6231 Surfactina al. (2017); Pecci et al. (2010)
Pathak ef al. (2014); de
2,7 1036,6637 10376715 Surfactina Souza ef al. (2018)
Zhao et al. (2013); Caldeira
4 1044,6286 1045,6364 Iturina A etal. (2011)

Chen et al. (2019); Pathak et
al. (2014); Pecci et al.

2.4,5,7 1044,6298 10456376 Surfactina (2010); Jemil et al. (2017)
Pathak er al. (2014); Jemil et
2 1050,6902 1051,6980 Surfactina al. 2017)
Chen et al. (2019); Pecci et
2.4,5,7 1058,6441 10596519 Surfactina al. 2010)
Chenet al. (2019); Yuet al.
7.5,4 1064,6888 1065,6966 Iturina A (2002); Jemil ef al. (2017)
2.4,5,7 1072,6600 1073,6678 Surfactina Chen et al. (2019)
Chen et al. (2019); Jemil et
7.5,4 1077,6315 1078,6393 Iturina A (C15) al. 2017)
7,5,2 1080,6298 1081,6376 Iturina A2 Yuet al. (2002)
Bic et al. (2009); Jemil et al.
7,2 1447,7709 1448,7787 Fengicina A (C15) (2017)
2 1461,8016 1462,8094 Fengicina A de Souza et al. (2018)
Chen ef al. (2019); Bie et al.
2,4,7 1463,7686 1464,7764 Fengicina A (2009)
2,4,7 14757954 1476,8032 Fengicina B Chen et al. (2019)
de Souza et al. (2018); Bic et
2,4,7 1476,8200 14778278 Fengicina al. (2009); Jemil ef al. (2017)
Chen ef al. (2019); Bie et al.
4,72 14777831 1478,7909 Fengicina (2009); Jemil ef al. (2017)
de Souza et al. (2018); Bic et
2 1489,8359 1490,8437 Fengicina B al. (2009)
Chen et al. (2019); Jemil et
4,72  1491,7981 14928059 Fengicina B al. 2017)

de Souza et al. (2018); Jemil
etal. (2017); Bie et al.
(2009); Pecci et al. (2010);

4,72 15058132 1506,8210 Fengicina B Chen ef al. (2019)
de Souza et al. (2018); Jemil
7 739,3969*%  1477,7860 Fengicina B et al. (2017)
de Souza et al. (2018); Jemil
7 746,4055*% 1491,8032 Fengicina B et al. (2017)
de Souza et al. (2018); Jemil
7 753.4102*% 1505,8126 Fengicina B et al. (2017)

* Sinal de carga dupla. 2, 4, 5 ¢ 7. MELTAO02, MELTA04, MELTAO5 ¢ MELTAO7, respectivamente.

Muitos estudos tém sido publicados com a identificacdo de lipopeptideos e
outros metabolitos secundarios como citado na Tabela 2, pelo mesmo método e em
bactérias do mesmo género, Bacillus sp. Observou-se que os isolados MELTAO2,

MELTAO04 ¢ MELTAO7 produzem todos os principais lipopeptideos em estudo,



iturina, fengicina e surfactina. No isolado MELTAOS apenas ndo foi identificado a
Fengicina.

Além destes lipopeptideos, moléculas relacionadas ao metabolismo secundario
de Bacillus, Macrolactina e Bacileno foram identificadas nos isolados MELTAO4 e

MELTAQOS, e o isolado MELTAO2 apenas Macrolactina.

3.2 Ensaio em casa de vegetacio

A analise de clorofila agrupou os tratamentos em dois grupos pelo teste de
Scott-knott (Tabela 3), os que tiveram um indice de clorofila semelhante ao controle e
os que se assemelharam ao tratamento apenas inoculado com o patogeno. Os dados de

Clorofila B ndo foram significativos.

Tabela 3. Indices de clorofila e Area sintomatica em plantas de sorgo sob aplicacio de

Bacillus e extratos e em condi¢des de Antracnose.

Tratamento Clorofila total ~ Area sintomatica (%)

0 46,62 a 0,43 b
1 36,67 b 0,44b
2 37.89 b 588a
3 40,50 a 2,44
4 42,77 a 027b
5 45552 051b
6 42,83 a 957 a
7 41,69 a 245b
8 39,54 b 2,16 b
9 42,79 a 232b
10 3520 b 560 a
11 32,75b 0,66 b
12 38.11b 9,04 a
CV (%) 15,62 196,30

Legenda: Tratamento O: controle sem inoculagdo da doenga; 1: controle Talco; 2: MELTAO04; 3:
MELTAO2; 4: MELTAOS5; 5: MELTAO7; 6: controle NaOH+Agua; 7: extrato de MELTAO04; 8: extrato
de MELTAO2; 9: extrato de MELTAO5; 10: extrato de MELTAO7; 11: controle bioldgico comercial
Bombardeiro®; 12: controle quimico comercial Alade®. Ca: Indice de clorofila A; Ctotal: indice de
clorofila total; CV: Coeficiente de variagdo; Valores da cultivar PR401; Médias seguidas por letras
diferentes diferem pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

As avaliagOes de area foliar sintomética realizadas através da digitalizagdo das

folhas (Tabela 3) evidenciam a distingdo dos tratamentos que se sobressairam com
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uma area sintomatica menor, de acordo com o agrupamento pelo teste de Scott-Knott
(p<0,05).

O conjunto dos resultados de Clorofila e Area sintomatica serviram para o
planejamento da proxima etapa. Assim, selecionamos duas bactérias e dois extratos
para estudo de campo, MELTAOS5 e MELTAO07, MELTAOS e MELTAO04,
respectivamente.

As avaliagOes de massa de parte aérea e radicular tanto frescas como secas em

casa de vegetacdo ndo tiveram diferenca significativa (Tabela 4).

Tabela 4. Aspectos agronomicos de plantas de sorgo inoculadas com formulag¢des de

Bacillus spp. para o controle bioldgico de C. graminicola.

Tratamento Altura (cm) MFPA (g) MFR (g) MSPA (g) MSR (g)

0 29,99 21,74 18,70 5,33 4,47

1 36,56 26,36 10,65 6,71 5,74

2 41,27 28,54 9,04 7.87 5,68

3 34,07 25,45 8,97 6,66 5,68

4 34,10 24,50 8,75 6,10 5,98

5 31,95 25,59 12,67 6,26 5,57

6 34,25 22,89 11,67 5,67 5,02

7 29,33 19,14 12,00 4,51 531

8 34,92 26,80 10,46 6,56 6,05

9 38,62 27,42 11,70 6,55 523

10 33,95 28,59 13,93 7,07 6,83

11 35,82 29,09 10,37 7,68 5,75

12 30,40 22,72 10,75 4,97 4,28

CV (%) 26,62 32,64 66,60 35,62 50,98
Cultivar

Pr401 39,01 (a) 25,35 10,57 6,77 5,46

Alvo 29,48 (b) 25,24 12,46 5,83 5,55

Descrigdo: MFPA: Massa fresca de parte aérea; MFR: Massa fresca de raiz; MSPA: Massa seca de
parte aérea; MSR: Massa seca de raiz; CV (%): Coeficiente de variagfo; Tratamento O: controle sem
inoculacdo da doenga; 1: controle Talco; 2: MELTAO4; 3: MELTAO2; 4: MELTAOS5; 5: MELTAO7; 6:
controle NaOH+Agua; 7: extrato de MELTAO4; 8: extrato de MELTAO2; 9: extrato de MELTAO5; 10:
extrato de MELTAOQ7; 11: controle bioldgico comercial Bombardeiro®; 12: controle quimico comercial
Alade®.

Durante a condugdo deste experimento notamos uma fitotoxidez nos
tratamentos com extrato de lipopeptideos, o que se acentuou no controle (Tratamento
6). Isto pode ter relacdo com a forma de diluicdo dos lipopeptideos, que ¢ feita em

NaOH seguida por dilui¢do em agua destilada.
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3.3 Ensaio de campo

Para a cultivar Alvo, conforme exposto na Figura 2b, a bactéria MELTAOS e o
extrato da bactérias MELTAO04 apresentaram incidéncia significativamente (p>0,01)
menor que o extrato da bactéria MELTAOS e o controle bioldégico com o produto
comercial Bombardeiro no periodo avaliado. Nota-se também semelhanga entre os
controles quimico e bioldgico, denotando que ambos ndo diferiram em permitir a

incidéncia da doenga no mesmo periodo de tempo.

Figura 3. Area sintomatica, severidade e incidéncia média de Antracnose nas
cultivares Alvo e NU420 a campo sob aplicagdes de bactérias isoladas do mel e seus

extratos.
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Legenda: Amarelo: Cultivar Alvo, Laranjado: Cultivar NU420. Letras se referem ao teste de tukey
(p<0,01) entre os tratamentos dentro da mesma cultivar, coeficiente de variagio (CV) Incidéncia-Alvo:
27.64%, CV Incidéncia-NU420: 28,33%, CV Severidade-Alvo: 36,95%, CV Severidade-NU420:
80.71%, CV Area sintomatica-Alvo: 54,56%, CV Area sintomatica-NU420: 33.42%. Normalidade dos
residuos p=0,951 (Shapiro-Wilk), Homogeneidade de varidncia p= 0,232. Tratamento O: controle
absoluto; 1: controle Talco; 2: MELTAOS; 3: MELTAOQ7; 4: extrato de MELTAOS; 5: extrato de
MELTAO4; 6: controle biologico comercial Bombardeiro®; 7: controle quimico comercial Alade®.
Fonte: O autor

A avaliagdo de severidade (Figura 3c) indica que além de uma maior
incidéncia o controle quimico, referente ao tratamento 7, também teve uma maior
severidade que os demais.

Comparando-se o comportamento das cultivares quanto a area foliar
sintomatica Figura 3a, a cultivar Alvo, como esperado, foi mais afetada pela
antracnose (12,54%) em detrimento da cultivar NU420 (3,25%) considerando o teste
de tukey a 1% (CV=66,4%) (Tabela 5).

Tabela 5. Comportamento médio das cultivares sob aplicacdo de formulac¢des de

Bacillus spp. para o controle biologico da Antracnose do sorgo.

Cultivar Incidéncia (%) Severidade (%) Area foliar afetada (%)
Alvo 14,77 (b) 0,59 (a) 12,54 (a)

NU420 18,22 (a) 0,40 (b) 3,25 (b)

CV (%) 38,3 80,01 66,4

p-valor 0,028 0,036 0

Descrigdo: CV: Coeficiente de variagio.

4 Discussio

4.1 Ensaio In vitro

Conforme exposto na Figura 2 o arranjo da arvore filogenética demonstra com
alta similaridade que as bactérias em estudo pertencem ao género Bacillus. Estes
arranjos corroboram com outros estudos que separam em diferentes clados B. subtillis
e B. cereus, agrupando B. Cereus, B. Albus e B. Anthracis (Goto et al., 2000; Wang &
Sun, 2009; Gupta ef al., 2020; Wang et al., 2023).

Desta forma ¢ possivel afirmar a identidade destes isolados quanto ao género e
ainda dentro destes clados considerar as espécies mais semelhantes, conforme
relatado na tabela 1, descartando as espécies que se arranjaram nos clados diferentes.

Numa primeira triagem para aferir o potencial das bactérias isoladas, elas

passaram pelo teste de dupla cultura contra o fungo C. graminicola. Quatro isolados
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obtiveram uma inibi¢do préxima de 70%, percentual de corte também adotado por
outros estudos, por isso foram selecionados para os proximos testes (Ercole ef al.,
2024; Prom et al., 2017, Szilagyi-Zecchin et al., 2014).

O método utilizado se mostrou mais eficaz e comparavel do que os citados
acima, uma vez que Prom ef a/. (2017) ndo mediram as colOnias, apenas avaliaram
qualitativamente a inibi¢cdo e Ercole ef al. (2024) estriaram as bactérias em apenas um
lado da placa, tornando o processo mais moroso, at¢ que o fungo ocupe a placa e
impraticavel em fungos com raio de crescimento menor ou mais lento.

Considerando o potencial de biocontrole e que estes organismos sdo do género
Bacillus encontramos os metabolitos secundarios Fengicina, Surfactina e Iturina nas
amostras dos extratos, os quais ja sdo de conhecimento da comunidade cientifica a
capacidade de produgdo destas moléculas neste género (Ongena & Jacques, 2008).

As fengicinas, sdo moléculas oriundas do metabolismo secundario e possuem
forte atividade fungitdxica, ja as surfactinas ndo possuem atividade fungitoxica, mas
em complementaridade, sdo antivirais, antimicoplasmas e antibacterianas por se
ancorarem na camada lipidica interferindo em sua integridade. As iturinas possuem
propriedades de permeabilizagdo de membranas contra fungos, mas n3o exibem
atividade contra virus e limitada agdo contra bactérias (Ongena & Jacques, 2008).

Estudos tém relatado efeito sinérgico quando mais de uma familia de
lipopeptideos € produzida por uma bactéria, Koumoutsi ef al. (2004) observou melhor
controle de Fusarium oxysporum quando Bacilomicina D e Fengicina estiveram
associadas, Thimon et al. (1992) and Romero ef al. (2007) observaram efeito
sinérgico entre Iturina-surfactina e Iturina-fengicina, respectivamente, também ¢
possivel observar um maior espectro de patogenos controlados quando as moléculas
sdo associadas, Chen ef al. (2018) e Dimikic ef al. (2013) observaram controle de até
dez patdgenos com bactérias capazes de produzir surfactina, iturina e bacilomicina D.

Estas moléculas representam um potencial enorme de uso destes isolados, pois
varios trabalhos como reportado por Sani et al. (2024) j4 observaram mecanismos de
inducdo de resisténcia em diversas espécies e patogenos. Rodriguez ef al. (2018)
sugerem ainda que a resisténcia sistémica induzida pela surfactina tenha uma
performance melhor, com respostas mais robustas € menor custo metabolico.

Outro fator importante na deteccido destes metabolitos € a permanéncia dessas

moléculas no limbo foliar, Romero ef al. (2007) observaram a ocorréncia até 12 dias
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apos a aplicacdo das bactérias, o que propicia um efeito duradouro na inibi¢do do
desenvolvimento do patogeno.

As massas encontradas possuem um perfil parecido com os relatados na
literatura para andlises em organismos do género Bacillus. Sabendo da produgdo
destes metabdlitos, passou-se para a avaliagdo da eficiéncia em casa de vegetagdo,

com ensaio em plantas de sorgo.

4.2 Ensaio em casa de vegetacao

Observou-se que alguns tratamentos evitaram a redugdo do teor de clorofila
provocado pela incidéncia de antracnose (Dildey, 2014), o teor de clorofila influencia
diretamente na produtividade e parametros produtivos das plantas (Lubian et al.,
2023), Kumar ef al. (2021) ja observaram aumento expressivo no conteudo de
clorofila em pimenta, por isso, este efeito durante a infeccdo de Colletotrichum sp.
pode estar relacionado a aplicacdo de lipopeptideos, que além de agir contra o
patdégeno também produz efeitos na promogao de crescimento vegetal.

Nesta etapa o melhor tratamento foi a formulagdo em talco da bactéria
MELTAOS (Tratamento 4), que comparada com o controle (Tratamento 1) reduziu em
aproximadamente 40% a area foliar sintomética (Tabela 3).

Considerando os tratamentos de extrato de lipopeptideos, o extrato do isolado
MELTAO2 (Tratamento 8) reduziu em 77% a area foliar sintoméatica considerando o
controle dos extratos (Tratamento 6). Esta redug¢do pode estar relacionada com a
inducdo de resisténcia sistémica, principalmente relacionada &s surfactinas e
fengicinas, detectadas em todas as estirpes. A indug@o de resisténcia ja foi observada
em outras espécies e no patossistema de Colletotrichum sp. (Yamamoto et a., 2015;
Ongena et al., 2007).

Por outro lado, o controle dos extratos esteve com uma area afetada elevada,
provavelmente em fungdo de uma fitotoxidez por ser baseada em hidroxido de sodio,
mesmo com um pH aceitavel (pH=8), ndo existe consenso entre a melhor forma de
diluicdo para uso destes extratos, Wang ef al. (2023) e Ding et al. (2017) utilizaram
hidroxido de s6dio a 2 M, outras opg¢des sdo a utilizagdo de tampdo fosfato
(Khochamit ef al., 2015), metanol (Ding et al., 2017) e liofilizacdo seguida de
suspencdo em agua deionizada, que ndo € um processo acessivel a qualquer

laboratoério (Chen et al., 2019).
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Os extratos se sairam piores na redugdo da doencga, reforcando a necessidade
de aperfeigoamento na formulagdo, pois em casa de vegetacdo houveram sintomas de
fitotoxidez nas plantas tratadas e a campo na primeira aplicagdo também notou-se
alguns sintomas, Papadopoulou ef al. (2022) também observaram efeitos toxicos
moderados em altas concentra¢des de lipopeptideos em Lemna minor L.

Isto reforca a necessidade de pesquisar as melhores formas de uso,
concentracdo dos lipopeptideos e teste de novas formulagdes, pois as mudangas
climéaticas exigem que tenhamos alternativas aos microrganismos, uma vez que eles
podem ndo se adaptar as condi¢des ambientais na superficie da folha (Tut e7 a/., 2023,
Zhou et al., 2024), j4 os lipopeptideos sdo substancias estaveis e resistem a condi¢des
adversas (Ayed ef al., 2014).

Os efeitos em casa de vegetacdo mostram que as bactérias conseguiram se
estabelecer na folha e agir contra o patogeno, fato importante pois sdo bactérias
isoladas de outro ecossistema e que precisam mostrar adaptacdo para sua utilizagdo

como agentes de controle de doencas foliares.

4.3 Ensaio a campo

No presente estudo a campo, observou-se que, para a cultivar Alvo,
tratamentos biologicos como o extrato de lipopeptideos MELTAO04 (TS5) e a
formulagdo de talco MELTAO7 (T3) se destacaram (Figura 2b). Especificamente os
tratamentos 2, 3 e 6 demonstraram as menores severidades da doenga, equiparando-se
ao controle (T1) (Figura 2c¢), mesmo que, para esta cultivar, ndo tenha havido
diferenga estatistica geral entre os tratamentos quanto a severidade (Figura 2b).

Curiosamente, a cultivar NU420 apresentou maior incidéncia de antracnose
justamente no tratamento quimico (Tratamento 12), mas que se traduziu em uma area
sintomatica e severidades compardveis aos outros tratamentos, de modo que este
tratamento agiu no progresso da doenca além da infec¢do. Ao longo das avaliagdes, o
isolado MELTAOS consistentemente apresentou os melhores resultados na redugédo de
severidade e incidéncia, seguido por MELTAO7, reforcando o potencial de agentes
biologicos especificos.

A literatura corrobora tanto o potencial quanto os desafios do manejo
biologico. Estudos com T7richoderma spp. em sorgo, por exemplo, demonstraram
redugdes iniciais significativas na incidéncia (20%) e severidade (43%) da antracnose

(Vasanthakumari; Shivanna, 2014), e controle similar com redugdo de 43% na
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severidade em aplicacdes foliares repetidas (Rana er al., 2020). Contudo, ambos os
experimentos evidenciaram uma limitagdo comum: a protecdo ndo se manteve ao
longo de todo o ciclo da cultura e a eficiéncia foi inferior a do controle quimico
tradicional, indicando a necessidade de aplicagdes mais frequentes e prolongadas dos
bioinsumos para conter o avango da doenca.

Entretanto, a otimizagdo do manejo com bioinsumos pode superar essas
limitagOes e até mesmo equiparar ou exceder a eficacia dos quimicos. Pesquisas com
Bacillus em diversas culturas sdo exemplos: Sawant ef al. (2016) alcangaram até 62%
de controle da antracnose, aproximando-se dos 74% do controle quimico. Lamine
Senghor et al. (2007) obtiveram uma redugdo de 51% na incidéncia da doenga em
manga com aplica¢des de Bacillus a cada 10 dias, comparavel aos 58% do controle
quimico. Resultados ainda mais expressivos foram observados por Choub er al.
(2021), que, utilizando Bacillus sp. em nogueiras, conseguiram uma redugdo de 85%
na severidade da antracnose em relagdo a testemunha e, notavelmente, 25% superior
ao controle quimico. O denominador comum nestes casos de sucesso foi a aplicagdo
dos bioinsumos durante todo o ciclo de produgdo avaliado, inclusive com repeti¢des
em diferentes safras.

Este panorama demonstra que, com um manejo estratégico e persistente, a
diferenga de eficacia entre o controle quimico e o biologico pode ser drasticamente
reduzida, tornando os bioinsumos alternativas viaveis e, em certos cenarios, até

superiores.

5 Conclusoes

Os isolados MELTA04, MELTAOS e MELTAO7 tém potencial para mitigar a
incidéncia e severidade da antracnose e a perda de clorofila, pelo menos em cultivares
mais suscetiveis.

Torna-se necessario aprimorar a formulacdo de lipopeptideos para aplicacdo

em plantas, para minimizar efeitos fitotoxicos.
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