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RESUMO

Os probidticos utilizados para o equilibrio da microbiota intestinal sdo compostos por
bactérias que proporcionam enriquecimento a microbiota nativa, por consequéncia,
estimulam a producéo de compostos metabdlicos que suprimem agentes patogénicos.
Diante disso, o presente estudo avaliou o potencial de probidticos utilizados na
avicultura em promover o crescimento da alface e controlar Rhizoctonia solani e
Sclerotinia sclerotiorum nas culturas da alface e da soja. Foram utilizados quatro
probioticos formulados com Bacillus e outras bactérias benéficas (Enterococcus
faecium, Lactobacillus acidophillus, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus reuteri, Lactobacillus salivarius, Pediococcus acidilactici), o Colostrum®
BIO 21 Liquido, Colostrum® BIO 21 MIX, Colostrum® BS, Colostrum® BS Liquido. Para
a conducdo dos experimentos de promocdo de crescimento foram utilizados os
probiéticos Colostrum® BIO 21 Liquido, Colostrum® BIO 21 MIX, Colostrum® BS,
Colostrum® BS Liquido e testemunha. Nos experimentos foram utilizadas duas
metodologias, sendo uma com a aplicacdo dos probidticos misturados no substrato
antes da semeadura das sementes e aplicacdo via drench em mudas apds a
emergéncia. Por apresentarem os melhores resultados nos experimentos anteriores
0s probiéticos Colostrum® BIO 21 MIX e Colostrum® BS foram aplicados em mudas
pés-emergéncia e mudas transplantas em vasos, com tratamentos nas concentracées
30; 22,5; 15 e 7,5 g/l. Nas mudas de alface com 30 dias de idade foram avaliadas:
altura da parte aérea (cm), massa fresca e seca da parte aérea e do sistema radicular
(g), volume do sistema radicular (ml) e comprimento do sistema radicular (cm). Os
experimentos foram montados em blocos casualizados, com quatro repeticdes. As
médias foram comparadas pelo teste Tukey (p<0,05). Os probiéticos Colostrum® BIO
21 Liquido e Colostrum® BS Liquido foram utilizados nos experimentos para o controle
de R. solani e S. sclerotiorum nas culturas da alface e da soja. No desenvolvimento
dos estudos, os probiéticos Colostrum® BIO 21 Liquido e Colostrum® BS Liquido foram
diluidos para atingir a concentracéo de 1,0 x 107 UFC/ml. Os experimentos conduzidos
com a cultura da alface, foram montados com mudas de 20 dias de idade, em que o0s
tratamentos foram representados pela aplicacdo do Colostrum® BIO 21 Liquido e
Colostrum® BS Liquido 24 horas antes da inoculacdo do patdgeno (preventivo) e
simultaneamente a inoculacdo do patdgeno e testemunha sob incubacdo em camara
umida em ambiente controlado com fotoperiodo de 12 horas a 22 °C. Nos
experimentos conduzidos com a cultura da soja, foi utilizado o método de folha
destacada, em que os tratamentos também foram representados pela aplicacéo de
Bio 21 liquido e BS liquido 24 horas antes da inoculacdo do patdégeno (preventivo) e
simultaneamente a inoculagéo do patdgeno, conduzidos em ambiente controlado com
fotoperiodo de 12 horas a 22 °C. R. solani e S. sclerotiorum foi utilizado o pacote
Pliman do software R® para quantificacdo das lesdes. Ambos experimentos foram
montados em blocos casualizados, com quatro repeticdes. As meédias foram
comparadas pelo teste Tukey (p<0,05). Nos resultados de promocéo de crescimento,
o probiéticos Colostrum® BIO 21 MIX e Colostrum® BS apresentaram significativa
eficiéncia em incrementar biomassa em alface, aumentando a produgéo das variaveis
altura da planta, volume da raiz, massa fresca e seca da parte e massa fresca e seca
daraiz cinco vezes mais que a testemunha e os probiéticos Colostrum® BIO 21 Liquido
e Colostrum® BS Liquido, independentemente do método de aplicacdo. Os probidticos
Colostrume BIO 21 Liquido e Colostrume BS Liquido ndo apresentaram eficiéncia no
controle de R. solani e S. sclerotiorum em ambos experimentos conduzidos,



apresentando resultados de incidéncia e severidade estatisticamente semelhante a
testemunha inoculada. Deste modo, no presente estudo, observou-se que 0s
probidticos foram eficientes na promocéao de crescimento de plantas de alface, mas
nao apresentaram eficiéncia no controle de Rhizoctonia solani e Sclerotinia
sclerotiorum.

Palavras-chave: probidticos; controle biologico; Rhizoctonia solani; Sclerotinia
sclerotiorum.



ABSTRACT

The probiotics used for balancing the intestinal microbiota consist of bacteria that
enrich the native microbiota, consequently stimulating the production of metabolic
compounds that suppress pathogens. In this context, the present study evaluated the
potential of probiotics used in poultry farming to promote lettuce growth and control
Rhizoctonia solani and Sclerotinia sclerotiorum in lettuce and soybean crops.Four
probiotics formulated with Bacillus and other beneficial bacteria (Enterococcus
faecium, Lactobacillus acidophillus, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus reuteri, Lactobacillus salivarius, Pediococcus acidilactici) were used:
Colostrum® BIO 21 Liquid, Colostrum® BIO 21 MIX, Colostrum® BS, Colostrum® BS
Liquid. For the growth promotion experiments, the probiotics Colostrum® BIO 21
Liquid, Colostrum® BIO 21 MIX, Colostrum® BS, Colostrum® BS Liquid, and a control
group were used. Two methodologies were employed in the experiments, one
involving the application of probiotics during seeding mixed with the substrate and
application via drench on post-emergence seedlings. Due to their favorable results in
previous experiments, the probiotics Colostrum® BIO 21 MIX and Colostrum® BS
were applied to post-emergence seedlings and transplanted seedlings in pots, with
treatments at concentrations of 30, 22.5, 15, and 7.5 g/l. The evaluation of various
parameters such as above-ground height (cm), fresh and dry mass of the above-
ground and root systems (g), root system volume (ml), and root system length (cm)
was conducted for lettuce seedlings at 30 days of age. The experiments were arranged
in a randomized block design with four replications, and means were compared using
the Tukey test (p<0.05). Colostrum® BIO 21 Liquid and Colostrum® BS Liquid were
used in experiments to control R. solani and S. sclerotiorum in lettuce and soybean
crops. The probiotics were diluted to achieve a concentration of 1.0 x 107 CFU/ml. In
lettuce experiments, 20-day-old seedlings were used, and treatments included the
application of Colostrum® BIO 21 Liquid and Colostrum® BS Liquid 24 hours before
pathogen inoculation (preventive), simultaneously with pathogen inoculation, and a
control group under controlled conditions with a 12-hour photoperiod at 22°C. After
four days, the incidence of S. sclerotiorum quantified by the number of dead plants and
the severity of R. solani using a scale from 1 to 4, where 1 represents live plants, 2
indicates lesions on base leaves, 3 signifies lesions advancing to secondary leaves,
and 4 represents dead plants were evaluated. For soybean experiments, the detached
leaf method was employed, with treatments involving the application of Bio 21 Liquid
and BS Liquid 24 hours before pathogen inoculation (preventive) and simultaneously
with pathogen inoculation, conducted in controlled conditions with a 12-hour
photoperiod at 22°C. After four days, photographic records of detached leaves were
taken, and the Pliman package in the R® software was used to quantify lesions' area
caused by R. solani and S. sclerotiorum. Both experiments were arranged in a
randomized block design with four replications, and means were compared using the
Tukey test (p<0.05). In the growth promotion results, Colostrum® BIO 21 MIX and
Colostrum® BS probiotics showed significant efficiency in increasing lettuce biomass,
enhancing variables such as plant height, root volume, fresh and dry mass of both
above-ground and root parts, five times more than the control group and Colostrum®
BIO 21 Liquid and Colostrum® BS Liquid, regardless of the application method.
However, Colostrum® BIO 21 Liquid and Colostrum® BS Liquid did not demonstrate
efficiency in controlling R. solani and S. sclerotiorum in both conducted experiments,
showing incidence and severity results statistically similar to the inoculated control



group. Thus, in the present study, it was observed that the probiotics did not
demonstrate efficiency in controlling Rhizoctonia solani and Sclerotinia sclerotiorum.
However, they exhibit significant potential in promoting the growth of lettuce crops.

Keywords: probiotics; biological control; Rhizoctonia solani; Sclerotinia sclerotiorum.
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1 INTRODUCAO

O solo € um organismo vivo composto por uma diversidade de mesorganismos,
macrorganismos e microrganismos, que interagem com as plantas e com o ambiente.
O conhecimento da comunidade microbiana presente nos solos € de grande
importancia para a producéo de alimentos e equilibrio biolégico. Os microrganismos
beneficiam o desenvolvimento dos vegetais, tanto pela promoc¢éao de crescimento das
plantas, como pela mineralizacdo da matéria organica e ciclagem de nutrientes,
atuando também na melhoria da estrutura do solo (Verhoef, 2004). No entanto, a
microbiota do solo também é constituida por microrganismos fitopatogénicos, que sédo
aqueles com capacidade de causar doencgas em plantas. Os fitopatégenos habitantes
do solo causam doencas em plantas com consequente danos a producdo causando
prejuizos econdmicos. Sao incluidos nesse grupo: os fungos, os oomicetos, as
bactérias, os nematoides e os virus (Correia; Michereff, 2018).

Os fungos, juntamente com 0s oomicetos, constituem o maior grupo de
fitopatdgenos habitantes do solo responsaveis por causar doencas em plantas, tendo
diversas espécies dos géneros Cylindrocladium, Fusarium, Macrophomina,
Rhizoctonia, Sclerotinia, Sclerotium, Thielaviopsis e Verticilium que atacam um
grande numero de plantas. Alguns géneros de bactérias, como Agrobacterium,
Pectobacterium e Ralstonia, também causam doencas radiculares. As doencas
associadas a esses fitopatdgenos sdo: murchas vasculares, podriddes radiculares,
podriddes de sementes, tombamento de plantulas e podridées moles (Michereff et al.,
2005).

Associados as populacdes de microrganismos fitopatogénicos, no solo existem
populacbes de microrganismos antagdnicos que exercem o controle biolégico natural
de doencas a partir de complexos mecanismos de interagdo que inibem ou reduzem
o desenvolvimento do fitopatdgeno e ou o progresso da doenca, como: antibiose,
competicao, parasitismo, inducéo de resisténcia e predacao. Dentre esses, alguns sao
conhecidos e utilizados como ferramenta de controle bioldgico. Espécies bacterianas
dos géneros Pseudomonas, Streptomyces, Bacillus, Burkholderia e Agrobacterium,
além de espécies fungicas como Trichoderma, Aspergillus, Gliocladium, Candida e
Coniothyrium (Bettiol, 2011; Fravel, 2005; Pal; Gardener, 2006) sdo importantes
agentes de biocontrole.
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No atual cenario agricola, a tendéncia é que a adocéo dos agentes de controle
biologico seja crescente, em decorréncia da exigéncia por técnicas que agridam
menos 0 ambiente e pela necessidade de reducao de agrotdxicos que levam a sele¢éo
de fitopatdégenos resistentes, tornando o seu uso ineficiente (Kohl et al., 2019;
Pannullo et al., 2018). Diante disso, a busca por novos agentes que contribuem para
o desenvolvimento do controle bioldgico € de grande importancia, tendo em destaque
0 aproveitamento de produtos ja presentes no setor agropecuario, tais quais 0s
probidticos utilizados no setor animal.

Dentro dessa linha de pesquisa, os produtos probioticos compostos por
microrganismos sao conhecidos na medicina por balancear a microbiota intestinal.
Sao comumente utilizados para contribuir com o equilibrio do ecossistema intestinal,
sendo explorados para protecdo contra doencas relacionadas ao sistema intestinal.
Por exemplo, no setor animal os probiéticos séo utilizados para o controle da bactéria
Salmonella spp. (Raposo, Defensor, Grahl, 2019). Os microrganismos utilizados nos
probidticos sdo espécies de Lactobacillus, Bifidobacterium, Saccharomyces,
Streptococus e Bacillus (Plaza-Dias et al., 2019; Khaneghah et al., 2020).

As bactérias do género Bacillus sdo excelentes agentes de controle biolégico e
foram relatadas controlando fungos fitopatogénicos, incluindo Rhizoctonia solani e
Sclerotinia sclerotiorum (Gao et al., 2013; Peng et al., 2013). Sua acdo contra esses
fitopatégenos pode ocorrer por meio da a¢do antag6nica direta pelos mecanismos de
antibiose, pela produgédo de compostos antimicrobianos como surfactinas, iturinas e
fengicinas (Ongena et al., 2005), na competicao por espaco e nutrientes e na producéo
de compostos volateis. Assim como, atuam indiretamente pela inducdo de resisténcia
do hospedeiro, fortalecendo sua defesa ao ataque de fitopatdogenos (Lanna Filho et
al., 2010; Leelasuphakul et al., 2008).

As bactérias do género Lactobacillus sdo reconhecidamente importantes
agentes probioticos. Esses organismos também sdo capazes de proteger os
organismos contra patdégenos, por meio da competicdo por nutrientes e espaco e pela
produgcéo de metabdlitos como: acidos graxos, bacteriocinas, espécies reativas de
oxigénio (Vine et al.,, 2006), que atuam na supressdo da colonizacdo ou do
crescimento dos microrganismos patogénicos. Devido a isso, 0s probibticos vém
sendo estudados para o0 manejo de doencas de plantas, onde o controle de Aspergillus
fumigatus, Aspergillus niger, Fusarium latenicum, Alternaria brassicicola, A. alternata

e Phytophthora séo relatados (Alaoui et al., 2021; Guimaréaes et al., 2018).
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Considerando que, os probidticos possuem caracteristicas que promovem o
crescimento das plantas e controlam fitopatégenos, o presente trabalho teve como
objetivos avaliar a eficiéncia dos probiéticos Colostrum® BIO 21 Liquido, Colostrum®
BIO 21 MIX, Colostrum® BS, Colostrum® BS Liquido, com Bacillus subtilis na
composi¢cdo, em promover o crescimento de plantas e em controlar os fungos

Rhizoctonia solani e Sclerotinia sclerotiorum.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Controle biolégico de doencas de plantas

O controle biolégico de doencas de plantas € a “redugao da soma de inéculo
ou das atividades determinantes da doenca provocada por um patégeno, realizada
por ou através de um ou mais organismos que nado o homem” (Cook; Baker, 1983).
Em uma designacdo pratica, Bettiol (1991) conceitua controle biolégico como “o
controle de um microrganismo por meio de outro microrganismo”.

O sucesso do controle biolégico depende das interacfes antagdnicas e dos
mecanismos de acdo dos microrganismos utilizados, podendo, ao mesmo tempo,
apresentarem um complexo de mecanismos de acgéo (Bettiol et al., 2009). Os agentes
de controle biolégico, em condicdes de campo atuam principalmente de forma
combinada e sinérgica, atuando através de uma variedade de desses mecanismos
para reduzir a expressao de doencas nas plantas (Kohl et al., 2019).

Diante disso, séo utilizadas estratégias que visam introduzir ao sistema agricola
condigbes semelhantes as que ocorrem na natureza, como no caso do uso de
microrganismos antagbnicos aos fitopatdgenos que apresentam um complexo de
mecanismos de acdo. As interacbes antagbnicas destes microrganismos
compreendem nos mecanismos de antibiose, competicdo, parasitismo e predacao.
Além disso, os microrganismos séo capazes de ativar mecanismos de defesa natural
das plantas (Bedendo et al., 2011).

A antibiose consiste na produgdo de metabdlitos, por microrganismos, que
inibem ou impedem o desenvolvimento dos individuos de uma populacdo. Na
competicdo, 0 antagonista se desenvolve mais eficientemente que o patdgeno,
através do sucesso da competicdo por espaco, nutrientes e oxigénio no sitio de
infec¢do. O parasitismo é o processo em que 0 microrganismo € denominado como
hiperparasita, pois parasita patdbgenos de plantas para a obtencdo de nutrientes. A
inducdo de defesa € um processo manifestado pela planta, pois microrganismos ou
metabdlitos expressam genes latentes de resisténcia presentes no hospedeiro
(Bedendo et al., 2011; Bettiol, 1991).

As bactérias e os fungos possuem papel fundamental no controle biolégico de
doencas de plantas, sendo as principais espécies dos géneros Bacillus, Pseudomonas

e Trichoderma (Lopes, 2009). Atualmente, Bacillus e Trichoderma sdo exemplos de



27

agentes de controle biolégico mais utilizados e com produtos registados registro no
Ministério da Agricultura (MAPA) voltados para o controle de doencas radiculares e
foliares em diversas culturas. Esses agentes séo indicados para o controle de
fitopatdgenos, incluindo Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani, Fusarium solani,
Macrophomina phaseolina, Phakopsora pachyrhizi, Colletotrichum truncatum,

Corynespora cassiicola e Hemileia vastatrix entre outros (Agrofit, 2022).

2.2Bacillus spp. como agentes de controle biolégico de doencas e promotores

de crescimento de plantas

O género Bacillus pertence ao Filo Firmicutes, Classe Bacilli, da ordem
Bacillales e da familia Bacillaceae. As bactérias desse género possuem forma de
bastonete e sdo gram-positivas, podem ser aerdbias obrigatérias ou anaerdbias
facultativas, sdo formadoras de enddésporos e tem a capacidade de produzirem
antibidticos e enzimas extracelulares (Gordon et al., 1973; Stragier; Losick, 1996).

As bactérias do género Bacillus sdo habitantes do solo e fazem parte da
populacdo microbiana da rizosfera e do rizoplano, possuindo capacidade de colonizar
o filoplano e os tecidos internos das plantas, onde se estabelecem e exercem acéo
antagdnica sobre os fitopatdgenos. Em condi¢cdes adversas produzem enddsporos,
uma estrutura de resisténcia que permite a sobrevivéncia em ambientes diversificados
e resisténcia as condi¢cdes adversas, além de habitar ambientes extremos, como
geleiras e desertos (Grigoletti Junior et al, 2000; Lanna Filho et al., 2010).

Bacillus spp. sdo excelentes agentes de controle bioldgico, pois apresentam
acao antagobnica direta sobre fitopatdgenos. Esses organismos agem por meio da
antibiose, pela producdo de compostos antimicrobianos como surfactinas, iturinas e
fengicinas (Ongena et al., 2005), competi¢cdo por espago e nutrientes e na produgéo
de compostos volateis. Assim como, atuam indiretamente pela inducao de resisténcia
do hospedeiro, fortalecendo sua defesa ao ataque de fitopatdgenos (Lanna Filho et
al., 2010; Leelasuphakul et al., 2008).

Na antibiose, os compostos antimicrobianos apresentam diferengas quanto a
sua atividade biolégica, em que as iturinas e fengicinas atuam na inibicdo do
crescimento de diversos fungos fitopatogénicos. Enquanto que, as surfactinas apenas

apresentam atividade antifungica em efeito sinérgico com outro composto
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antimicrobiano, como no caso da lturina A. Sobre os efeitos antibacterianos, as
iturinas e fengicinas possuem acéo contra algumas espécies de Xanthomonas e as
sufarctinas apresentam baixa atividade contra esse grupo fitopatogénico (Etesami et
al., 2023).

Silva Junior et al. (2023) comprovaram a eficiéncia de Bacillus velezensis B157
no controle de alternariose (Alternaria linariae) do tomateiro em mais de 90%,
constatando producdo de compostos antimicrobianos das familias iturinas e
fengicinas. Bhakat et al. (2023) observaram que Bacillus sp. K7 produz diferentes
isoformas de surfactinas, iturinas e fengicinas na presenca de Colletotrichum
siamense causando danos severos a parede celular do micélio, seguido de
extravasamento do conteudo celular.

Em relacdo a inducgéo de resisténcia do hospedeiro, Bacillus spp. atuam na rota
da biossintese de acido jasmoénico e etileno (Lanna Filho et al., 2010). Adrees et al.
(2019) comprovaram que B. subtilis e B. megaterium induziram a resisténcia sistémica
induzida em plantas de algod&o contra Macrophomina phaseolina, agente causal da
podridao radicular, comprovada pelo aumento da producdo de compostos fendlicos
totais, das enzimas peroxidases, polifenoloxidases e fenilalanina aménia liase.
Bacillus velezensis YYC induziu a ISR na cultura do tomateiro a Ralstonia
solanacearum, agente causal da murcha bacteriana (Yan et al., 2022).

Espécies de Bacillus também s&o eficientes no controle biolégico de
nematoides. Bacillus sp., isolado das raizes de abacaxi, reduziram as populacdes do
Rotylenchulus reniformis nas cultivares MD2 e Vitéria em 59,6 e 53,3%,
respectivamente (Soler et al., 2021). Cao et al. (2019) comprovaram que B. subtilis
Bs-1 reduziu a taxa de eclosao dos ovos de Meloidogyne incognita e apresentou alta
eficiéncia no aumento da mortalidade de juvenis de segundo estagio, assim como,
apresentou forte acdo de repeléncia contra esses individuos, em consequéncia,
reduziu significativamente a producéo de galhas em raizes de pepino.

Bacillus spp. também agem como rizobactérias promotoras de crescimento
(RPCPs) e atuam na promocao do crescimento vegetal. A promoc¢éo de crescimento
ocorre na forma direta, com atuagcdo na melhoria nutricional com o aumento da
solubilizacdo de nutrientes e fixacdo de nitrogénio, assim como, pela producéo de
fitohorménios (auxina, citocinina e giberelina). De forma indireta, essas bactérias
atuam na protecdo de plantas, pela modificacdo do ambiente e consequente

interferéncia no desenvolvimento de fitopatdgenos, proporcionando melhor sanidade
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a cultura. Essas formas de atuacdo colaboram com o maior desenvolvimento das
raizes e da parte aérea das plantas (Manjula; Podile, 2005; Tsavkelova et al., 2006;
Persello-Cartieaux et al., 2003; Santos et al., 2018).

Meng et al. (2016) relataram que B. velezensis BACO3 promoveu o
crescimento do rabanete, aumentando os pesos das matérias fresca e seca da parte
area e do sistema radicular. A bactéria foi aplicada na concentracdo de 5 x 104
UFC/mL em diferentes estagios da cultura e frequéncia de aplicacdo. A inoculacao de
BACO3 10 dias ap6s o plantio aumentou o peso das folhas e do sistema radicular,
enguanto que, a aplicacdo da bactéria mais de uma vez foi mais. Além disso, a BACO3
produziu auxina e NHs, bem como apresentaram atividade de ACC-deaminase,
substancias esséncias para o crescimento das plantas.

A promocao de crescimento induzida por espécies de Bacillus pode levar a
rapida emergéncia das plantulas (Ferreira et al., 2021). O tratamento de sementes de
milho pipoca IAC 367 com B. velezensis AP-03 e Bacillus spp. AP-210 promoveram
incremento na emergéncia, indice de SPAD clorofila, altura, massa seca da parte
aérea e comprimento radicular. Chagas Junior et al. (2021) também relataram que a
inoculacdo de sementes de soja com Bacillus proporcionou aumento no crescimento
das plantas, na altura da planta, do nimero de entrends, comprimento das raizes e
das massas secas da parte aérea e radicular.

As principais espécies de Bacillus envolvidas na promoc¢éo de crescimento de
plantas e no controle biolégico de doencas sdo: B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B.
velezensis, B. pumilus, B. licheniformis e B. thuringiensis, que agem através dos mais
diversos mecanismos de acao (Lopes et al., 2018). Diante disso, sdo amplamente
exploradas para producdo e comercializacdo de bioprodutos, com formulacdes
classificadas em “multiplos modos de agao sobre os patégenos”. Junto a isso, as
caracteristicas de sobrevivéncia em condi¢cdes adversas e a utilizagdo de meios
baratos para a multiplicacdo torna este género um potente agente para exploragédo
biotecnoldgica (Clemente et al., 2016).

E importante também ressaltar que, devido as suas caracteristicas aplicadas
ao controle biologico de doencas, as bactérias Bacillus spp. sdo utilizadas como
probiéticos na producdo animal. Com destaque aos metabolitos secretados por essas
bactérias com acdo probidtica dos quais: 0os compostos antimicrobianos (como
bacteriocinas), os antibidticos (como surfactinas) e enzimas extracelulares que

degradam carboidratos, lipidios e proteinas e auxiliam na digestdo dos nutrientes
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(Bernardeau et al., 2017; Luise et al., 2022). Bernardeau et al. (2017) também ressalta
gue por serem bactérias esporuladas, sdo interessantes para o mercado de
probidticos, uma vez que, sdo resistentes processamentos industriais e digestivos.

A producdo de moléculas antimicrobianas e a tolerdncia a mudancas
ambientais abruptas (como mudancas de temperatura, pressao, radiacao ultravioleta,
ativos quimicos e fisicos, umidade do ar e pH), permite que Bacillus spp. tenha
resisténcia as condi¢des acidas do estbmago e a presenca de baixo pH nesse local.
Por consequéncia, sejam eficientes em multiplicar e estabelecer no intestino e atuar
na secrecao de metabdlitos secundarios bioativos. Essas caracteristicas tornam esse
grupo de bactérias interessante para producdo e manipulacdo em larga escala
(Bernardeau et al., 2017; Elisashvili et al., 2019; Luise et al., 2022). A principais
espécies envolvidas na producdo de probiéticos sdo: B. subtilis, B. licheniformis, B.
coagulants, B. amyloliquefaeciens e B. velezensis (Ghelardi et al., 2022; Luise et al.,
2022).

2.30 uso de probidticos para o controle de doencas

Os probidticos foram definidos por Fujii e Cook (1973) como "compostos que
produzem resisténcia a infec¢cdo no hospedeiro, mas que nao inibem o crescimento
de microrganismos in vitro". Deste modo, os probidticos eram vistos como “compostos
e/ou microrganismos com diferentes funcées que contribuiam para a restauracao, a
manutencdo ou o aprimoramento da saude através de rotas ndo relacionadas ao
antagonismo microbiano ou competigao”.

Devido as essas caracteristicas, foi definido por Fuller (1989) como
“microrganismos vivos utilizados na alimentacao, que afetam beneficamente o animal
hospedeiro por melhorar seu balango microbiano intestinal’. Desde ent&o, tornou-se
uma alternativa de suplementacéo alimentar, com objetivo de melhorar equilibrio da
microbiota intestinal.

Além dos probidticos, os prebidticos sdo fontes de carboidrato ndo digeriveis
gue chegam intactos ao trato gastrointestinal e atuam na estimulacdo do crescimento
e estabilidade de microrganismos intestinais benéficos. Por sua vez, um simbidtico é
um produto que contém a juncédo dos prebidticos e probioticos, com a funcdo de

aumentar a sobrevivéncia dos probidticos durante a passagem no trato
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gastrointestinal, principalmente em ambientes &cidos, garantindo a vantagem
competitiva (Santos et al., 2011).

As formulacdes probibticas devem apresentar uma série de requisitos para a
sua comercializacdo, dentre as quais: possuir concentracées efetivas entre 10 & a 10
1 Unidades Formadoras de Col6nia (UFC)/ g de produto; ter rapida multiplicacéo ap6s
a ingestao para que iniba os patdgenos; apresentar tolerancia as enzimas salivares,
acidos estomacais e sais biliares no intestino delgado e &cido organico volatil no
intestino grosso; nao ser patogénico; e apresentar viabilidade e estabilidade por um
longo periodo de tempo (Santos et al., 2011).

As espécies microbianas envolvidas em formulacdes probiodticas sao bactérias
do acido latico, como espécies de Lactobacillus e Bifidobacterium, leveduras como
Saccharomyces e Streptococcus e algumas espécies de Bacillus (Plaza-Dias et al.,
2019; Khaneghah et al., 2020). No género Lactobacillus estdo compreendidas mais
de 80 espécies reconhecidas, das quais, as mais utilizadas séo: L. acidophilus, L.
rhamnosus e L. casei. S80 bactérias gram-positivas, ndo formadoras de esporos,
desprovidas de flagelos, com formato bacilos ou cocobacilos, sdo anaerdbias ou
aerotolerantes e tem temperatura ideal para multiplicacdo na faixa de 35-40 °C. Em
Bifidobacterium estdo compreendidas 30 espécies, das quais a mais importantes séo:
B. longum, B. bifidum, B. breve, B. animalis e B. infantis. Sdo bactérias gram-positivas,
nao formadoras de esporos, desprovidas de flagelos, catalase negativa e anaerébios,
com temperatura ideal para multiplicagéo na faixa de 37-41 °C (Santos et al., 2011).

Comumente, esses microrganismos sao utilizados para beneficios a saude
humana e saude animal. Além disso, sdo capazes de proteger seu hospedeiro contra
patdgenos, atraves tanto da competicdo por nutrientes e espaco como pela producéo
de metabdlitos, como: acidos graxos, bacteriocinas, espécies reativas de oxigénio,
que suprimem a coloniza¢éo ou o crescimento dos microrganismos patogénicos (Vine
et al.,, 2006). Diante disso, possuem atuagao, principalmente, no controle dos
patogenos Escherichia coli e Salmonella.

As bactérias do acido latico também sdo encontradas ambientes agricolas como
na rizosfera, na filosfera e na endosfera (Liu et al., 2014). Conforme Di Cagno et al.
(2013) na filosfera a concentracédo dessas bactérias varia entre 102 e 10* UFC/g, e,
além disso, de acordo com Fhoula et al. (2013), as bactérias do acido latico

encontradas na rizosfera exibem atividade antimicrobiana.
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Devido a essas caracteristicas, os probioticos vém sendo fonte de pesquisa
para a agricultura, principalmente para o controle biolégico de doenca. Chen et al.
(2020) isolaram L. plantarum CM-3 na cultura do morango que apresentou eficiéncia
no controle do fungo Botrytis cinerea. Em testes in vitro, L. plantarum CM-3 nas
concentracdes de 10% a 10° UFC/ml limitou o crescimento micelial de B. cinerea, com
reducdes em 55, 69, 50 e 79%, respectivamente. A esporulacdo do fungo nas
concentracdes de 108 e 10° UFC/ml foi total, enquanto que, nas concentracdes 10° e
107 a esporulacéo foi inibida em 35 e 52%, respectivamente. Em testes in vivo, na
concentracdo de 10° UFC/ml, L. plantarum CM-3 reduziu a severidade e a incidéncia
de mofo cinzento no morango e manteve a integridade dos frutos ao longo dos dias
apos a infeccao do patdgeno.

A avaliacdo da eficiéncia de bactérias probidticas estd sendo aplicada em
diferentes patossistemas. Barrios-Roblero et al. (2019) demonstraram que L.
paracasei, L. plantarum, L. pentous apresentaram atividade antifUngica contra
Collectotrichum gloeosporioides, agente causal de antracnose em diferentes
frutiferas, com reducéo de 60% e 100% na germinacao de esporos e no crescimento
micelial, respectivamente. Esses organismos também apresentam eficiéncia no
controle de fitopatdbgenos habitantes do solo. Lactobacillus sp. e Weissella sp.
reduziram o crescimento micelial de Rhizoctonia solani em 81 e 60%,
respectivamente. Na cultura do arroz, R. solani causa a queima-da-bainha e
aplicagdes de Lactobacillus e Weissella, durante o transplantio, reduziu a severidade
da doenca em 50 e 30%, respectivamente (Akhtar et al., 2023).

Lactobacillus inibiu o crescimento micelial e a germinagcdo de esporos de
Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, Fusarium latenicum, Alternaria brassicicola,
A. alternata e Phytophthora infestans. A atividade antifingica pode estar associada a
producdo de um amplo grupo de metabolitos, que inclui os acidos organicos,
compostos fendlicos, peroxido de hidrogénio, acidos graxos, compostos proteicos,
sendo os acidos lactico, acético e fenil lactico as principais substancias responsaveis
por inibir a germinacdo de esporos e o crescimento micelial (Alaoui et al., 2021;

Guimarées et al., 2018).
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2.4 Sclerotinia sclerotiorum e Rhizoctonia solani

Sclerotinia sclerotiorum € um fitopatégeno habitante do solo e sobrevive por um
longo periodo de tempo, podendo permanecer no solo por mais de 10 anos, através
da estrutura de resisténcia denominada esclerddio. O esclerddio € uma estrutura de
formato irregular de coloragcédo preta e dura, é originario da juncdo de micélios em
massa compactada que sdo recobertas por uma camada de melanina, conferindo
resisténcia ao patdégeno (Sagata, 2010).

No campo, o fungo causa o0 mofo-branco e a doenga ocorre em condigdes de
clima ameno e umido, podendo ser muito severa em temperaturas entre 15 e 21 °C.
A alta umidade do ar e agua livre nas plantas, por um determinado periodo de tempo,
favorecem a germinacao dos esclerddios, dando inicio ao ciclo da doenca (Hunter et
al, 1984; Jones, 1991). A germinacao do esclerédio é um fator determinante para o
processo de infeccéo inicial das plantas e essa pode ocorrer de duas formas, tanto
miceliogénica, ou seja, quando ha a producdo de micélio a partir do esclerddio, ou
carpogénica, pela producdo do apotécio a partir do esclerédio (Lobo Junior, 1999).
Ambas as formas de germinacao do esclerddio sdo dependentes de fatores externos,
considerando condi¢c6es ambientais favoraveis e disponibilidade de nutrientes.

Quando existe limitacdo nutricional ocorre apenas a germinacéo carpogénica
(Mcdonald; Boland, 2004; Subbarao, 1997). Para a germinacdo carpogénica 0S
esclerédios necessitam receber uma quantidade de luz suficiente. Juntamente com a
ocorréncia de temperaturas entre 8 a 16 °C formam os apotécios, que por sua vez,
produzem e liberam uma grande quantidade de ascésporos no ar e sédo disseminados
pelo vento para areas produtores de alface (Kohn, 1979; Tu, 1989). Caso contrério,
com a germinacdo dos micélios sdo capazes de penetrar o tecido da planta sadia
dando inicio a doenca (Kohn, 1979; Tu, 1989). Segundo Pereira et al. (2015), a
disseminagdo da doenca a longa distancia pode ocorrer através de sementes
infectadas internamente com micélio dormente do fungo, ou até mesmo, por lotes de
sementes infestados por esclerodios.

O sintoma inicial da doenca na cultura da alface é a murcha na planta, na
sequéncia ocorre 0 amarelecimento, colapso generalizado e morte. As lesbes nas
plantas possuem um aspecto Umido e coloracdo castanho-claro ou escura, podendo

haver a formacao de micélio cotonoso nos tecidos mais velhos, em funcéo do rapido
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crescimento micelial, onde sdo formados um grande nimero de esclerédios (Amorim
et al., 2016).

Rhizoctonia solani € um fitopatdégeno habitante do solo e vive saprofiticamente
na matéria organica do solo, possui uma ampla gama de hospedeiro, com cerca de
500 género botanicos (Mcnabb; Talbot, 1973). Segundo Adams (1988), R. solani tem
hifas septadas, micélio castanho-claro a marrom, com presenca de ramificacao lateral
em angulo reto, auséncia de conidios e producdo de estruturas de resisténcia
denominadas microesclerodios.

No campo, o fungo causa queima-da-saia na alface e o desenvolvimento da
doenca ocorre em condi¢des de clima amenos e umido, com temperaturas de 15 a 25
°C, sendo mais agressivo em sua temperatura 6tima de desenvolvimento a 25 °C
(Grosch et al., 2004; Tofoli; Domingues, 2017). A alta umidade do solo favorece a
germinacdo dos esclerddios e basidiésporos, ambos formam micélio e séo
responsaveis pelo inicio do processo infeccioso da doenca, assim como, 0 micélio
pode sobreviver por um determinado periodo de tempo em restos culturais ou serem
disseminados (Sneh et al., 1991). Os sintomas da doenca na cultura da alface sao
observados inicialmente nas folhas mais velhas, que em contato direto com o
patégeno no solo, apresentam as primeiras lesées em pequenos pontos marrom-
claros nas nervuras tornando-se escurecida, necrosando e causando a queima total
(Bedendo, 2018; Lopes et al., 2010).

O controle de fitopatbgenos habitantes do solo, consiste basicamente em
utilizar as técnicas de manejo integrada com utilizacdo de sementes sadias, de
fungicidas, rotacdo de cultura (gramineas), manejo da cultura (irrigacao equilibrada,
espacamento, adubacao), eliminacdo de plantas daninhas hospedeiras e/ou restos
culturais e o uso da cobertura do solo (Lopes; Quezado-Duval, 1998). O controle pode
ser otimizado pelo uso do agente de controle bioldégico, como Trichoderma e Bacillus,
que apresentam bons resultados na reducao do patdgeno em campo (Meyer; Mazaro;
Silva, 2019).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Microrganismos utilizados

Os isolados de Sclerotinia sclerotiorum e Rhizoctonia solani, utilizados nos
experimentos, fazem parte da colecao de cultura do Laboratério de Fitopatologia do
Instituto Biol6gico de Sdo Paulo, Campinas, SP. Os isolados foram repicados em meio
Batata-Dextrose-Agar (BDA), sendo as placas com os fungos utilizadas como inéculo
para serem cultivados em grdos de trigo. Para este cultivo, 1 kg de trigo foram
mergulhados em &gua por 15 minutos e, posteriormente, 250 g foram transferidos para
sacos plasticos, onde foram autoclavados por 1 hora a 121°C. Os fungos foram
mantidos a temperatura ambiente em sala de crescimento com fotoperiodo de 12
horas, ap0s sete dias de crescimento foram armazenados sob refrigeracdo a -20 °C.

Como agentes de controle bioldégico foram utilizados produtos comerciais
doados pela empresa BioCamp Ltda., Campinas, SP. Os quatro probiéticos avaliados
foram: Colostrum® BIO 21 Liquido, Colostrum® BIO 21 MIX, Colostrum® BS,
Colostrum® BS Liquido, chamados a partir de agora de Bio 21 liquido, Bio 21 pd, BS

p6 e BS liquido, respectivamente (Tabela 1 e 2).
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Tabela 1- Descricao dos probidéticos utilizados nos estudos
Probiético

Composicao Concentraciao Fornecedor

Enterococcus faecium (LOFU 84,
LOFU 124, LOFU 140, LOFU 145,
LOFU 146, LOFU 158)
Lactobacillus acidophillus (LOFU 63)
Lactobacillus delbrueckii (LOFU 65)
Lactobacillus plantarum (LOFU 79,
LOFU 83, LOFU 147)
Lactobacillus reuteri (LOFU 18,
LOFU 21, LOFU 22, LOFU 35,
LOFU 48)

Lactobacillus salivarius (LOFU 44)

Colostrum® BIO 21

Biocamp

1x108 UFC/mL
Liquido

Laboratérios Ltda.

Pediococcus acidilactici (LOFU 57,
LOFU 58, LOFU 82)
Bacillus subtilis (LOFU 160)

Enterococcus faecium (LOFU 84,
LOFU 124, LOFU 140, LOFU 145,
LOFU 146, LOFU 158)
Lactobacillus acidophillus (LOFU 63)
Lactobacillus delbrueckii (LOFU 65)
Lactobacillus plantarum (LOFU 79,
LOFU 83, LOFU 147)
Lactobacillus reuteri (LOFU 18,
LOFU 21, LOFU 22, LOFU 35,
LOFU 48)

Lactobacillus salivarius (LOFU 44)

Colostrum® BIO 21 MIX

Biocamp

1x108 UFC/g
(Formulado em po)

Laboratérios Ltda.

Pediococcus acidilactici (LOFU 57,
LOFU 58, LOFU 82)
Bacillus subtilis (LOFU 160)

Colostrum® BS

. . Biocamp
Bacillus subtilis (LOFU 160)

1x108 UFC/g
(Formulado em po)

Laboratérios Ltda.

Colostrum® BS Liquido Bacillus subtilis (LOFU 160)

Biocamp
1x10% UFC/mL

Laboratorios Ltda.
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Tabela 2 - Concentracdo minima por bactéria Probiotica

Bactéria Probiética Concentragdo minima
Bacillus subtilis 1,0x108 UFC/g ou mL
Enterococcus faecium 6,0x108 UFC/g ou mL
Lactobacillus acidophilus 1,0x108 UFC/g ou mL
Lactobacillus delbrueckii 1,0x108 UFC/g ou mL
Lactobacillus plantarum 3,0x108 UFC/g ou mL
Lactobacillus reuteri 5,0x108 UFC/g ou mL
Lactobacillus salivarius 1,0x108 UFC/g ou mL
Lactobacillus acidilactici 3,0x108 UFC/g ou mL

Os probidticos BIO 21 p6 e 0 BS p6 também possuem em sua composicao
diéxido de silicio, levedura seca de cana e leite em p6 desnatado.

Os produtos foram utilizados tanto para avaliar o potencial como promotor de
crescimento de alface e para o controle do mofo branco e da queima da saia em

mudas de alface.

3.2 Culturas e substratos utilizados

As sementes das culturas da alface (Lactuca sativa) e da soja (Glycine max (L)
Merrill), utilizadas nos experimentos, foram doadas pelas empresas Sakata Ltda e
Syngenta Ltda. A cultivar utilizada para a conducao dos experimentos com a cultura
da alface foi a Vanda®. A alface cultivar Vanda® pode ser produzida durante todo o
ano, apresenta ciclo precoce com duragao de 55 dias, sdo folhosas grandes com
coloragéo verde-clara brilhante e moderada crespicidade, além de, apresentarem talo
grosso e sistema radicular vigoroso. Em relacdo a doencas, possui resisténcia a
Lettuce mosaic virus - cepa Il.

Para a conducgéao dos experimentos com a cultura da soja foi utilizada a cultivar
BMX Poténcia RR®. Essa cultivar é recomendada para area de varzea e apresenta
alto potencial produtivo e Otima estabilidade produtiva. Com caracteristica de

crescimento indeterminado e porte alto, apresenta resisténcia a acamamento. Em
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relacdo a doencas, possui resisténcia a podridao radicular de Phytophthora (racas 1,
3ed)

A semeadura da alface foi realizada no substrato Vivatto Slim Plus® (48% de
umidade, 260 kg/m?3 de densidade e pH 6) doado pela empresa Technes Agricola Ltda.

3.3 Avaliacéo do potencial dos probi6ticos na promoc¢éo de crescimento de
alface.

O estudo foi conduzido em casa de vegetacdo da Embrapa Meio Ambiente
(22°43°36”S, 47°00°'59”W), localizado no Municipio de Jaguariuna, no Estado de Sao
Paulo. O clima na regido e classificado como subtropical imido (Cfa de acordo com a

classificacdo de Képpen), com verdes quentes e chuvosos e invernos frios e secos.

3.3.1 Efeito dos probiéticos aplicados no substrato de semeadura da cultura na
promocao de crescimento

O estudo foi realizado em triplicata, ao longo dos meses de fevereiro, marco e
abril de 2023, respectivamente. Vinte gramas de cada probiético foram diluidos em
200 ml de agua e incorporadas em 1 L de substrato, com homogeneizacdo manual.
Para tanto, o substrato foi colocado em sacos plasticos de 5 L e misturados por,
aproximadamente, 30 minutos. Em seguida o substrato foi transferido para bandejas
de 32 células (25 ml para cada célula) e realizada a semeadura da alface cultivar
Vanda. As células das bandejas foram preenchidas até 1/3 de seu volume, foi
colocada uma semente por célula sendo coberta com 0,5 cm de substrato. Em
seguida, as bandejas foram cobertas com saco preto e incubadas por dois dias. O
experimento foi realizado com cinco tratamentos, que consistiram na aplicacdo dos
probidticos BIO 21 p6, BIO 21 liquido, BS p6 e BS liquido, e a testemunha com agua,
na concentracdo de 1x107 UFC/ml ou g. O experimento foi organizado em
delineamento blocos casualizados com quatro repeticoes.

Apods dois dias da semeadura, as bandejas foram mantidas em casa de
vegetacao até que as mudas de alface atingissem 30 dias de idade. Durante esse
periodo, as mudas foram irrigadas por aspersao em trés intervalos com frequéncia de
3 horas e duracao de 1,5 minutos cada intervalo. Quando necessario, foi realizado o

controle de plantas daninhas manualmente. Apés os 30 dias, as mudas de alface
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tiveram suas raizes lavadas para avaliagdo das seguintes variaveis relacionadas a
promocao de crescimento: altura da parte aérea (cm) massa fresca e seca da parte
aérea e do sistema radicular (g), o volume do sistema radicular (ml) e o comprimento
do sistema radicular (cm). Para a obtencao da altura da parte aérea e comprimento
da raiz foi utilizada uma régua graduada. Para a massa fresca e seca da parte aérea
e do sistema radicular foi utilizada uma balanca semi-analitica e para o volume do
sistema radicular foi utilizada uma proveta graduada de 10 mL, onde foi preenchido
um volume de 6 mL de &gua e posteriormente era feita a imerséo da raiz e o volume

de agua elevado foi contabilizado como o volume do sistema radicular.

3.3.2 Efeito dos probidticos aplicados via drench em mudas de alface

3.3.2.1 Aplicacdo dos probidéticos via drench nas mudas de alface

O estudo foi realizado em duplicata durante os meses de maio e junho de 2023.
Em ambos experimentos foi realizada a semeadura da alface em bandejas de 32
células (25 ml cada célula). Os experimentos foram organizados em delineamento
blocos casualizados com quatro repeticbes. As células das bandejas foram
preenchidas até 1/3 de seu volume, semeada uma semente por célula e recoberta
com 0,5 cm de substrato. Em seguida, as bandejas foram cobertas com saco preto e
incubadas por dois dias. Apés 7 dias a emergéncia das plantulas, foram feitas
aplicacdes semanais dos tratamentos BIO 21 p6, BIO 21 liquido, BS p6 e BS liquido
e dgua como testemunha até que completasse um total de quatro aplicacdes. Para
isso, os probidticos foram diluidos a 1x107 UFC/ml ou g e aplicados célula a célula.
Em cada muda de alface foram adicionados 3,10 ml dos probidticos diluidos com o
auxilio da pipeta digital volumétrica de 10 ml.

A conducdo e as avaliagdes foram semelhantes as descritas anteriormente.



40

3.3.2.2 Aplicacdo semanal dos probidéticos BIO 21 P6 e BS P6

Por apresentarem os melhores resultados nos experimentos anteriores, neste
estudo foram avaliados os probiéticos BIO 21 p6 e BS pd. Dois experimentos foram
realizados durante os meses de julho e agosto de 2023, sendo um experimento
conduzido para avaliar diferentes dosagens de BIO 21 p6 e o outro experimento, com
mesma finalidade, utilizando o BS pd6. Nos experimentos foram estudadas as
seguintes concentracfes de probidticos: 0, 7,5, 15, 22,5 e 30 g/L de &gua. Para cada
tratamento, a semeadura da alface foi feita em quatro parcelas com bandejas de 16
células (25 ml cada célula). Os experimentos foram organizados em blocos
casualizados com quatro repeticdes. As células foram preenchidas até 1/3 de seu
volume e realizada a semeadura de alface colocando uma semente por célula, sendo,
posteriormente, coberta com 0,5 cm de substrato. Em seguida, as bandejas foram
cobertas com saco preto e incubadas por dois dias. Apos 7, 14, 21 e 28 dias da
emergéncia foram feitas aplicacbes das doses de 0, 7,5, 15, 22,5 e 30 g/L dos
probidticos nas mudas de alface. Para isso, as dosagens foram diluidas em um litro
de agua e aplicadas célula a célula em um volume de 3,10 ml, com o auxilio da pipeta
digital volumétrica de 10 ml. No tratamento O g, referente a testemunha, foi adicionada
somente agua.

A conducao e as avaliacGes foram semelhantes as descritas anteriormente.

3.3.3 Experimentos de promocéao de crescimento em vasos com aplicagcdes no

transplantio das mudas e via drench

Dois experimentos iguais foram realizados para avaliar os probioticos BIO 21
po e BS p6 com aplicacéo nas concentragdes de 0, 7,5, 15, 22, 5 e 30 g/L em mudas
de alfaces com 30 dias transplantadas em vaso de 300 ml de solo contendo 3 g de
NPK 10-10-10, durante os meses de agosto e outubro de 2023. Os experimentos
foram montados em delineamento inteiramente casualizado. Duas mudas de alface
foram transplantadas para vasos e, simultaneamente, tratadas com os probioticos nas
concentracbes de 0, 7,5, 15, 22, 5 e 30 g/L de agua. Cada muda recebeu 3,10 ml, com

o0 auxilio da pipita digital volumétrica de 10 ml. O procedimento foi repetido
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semanalmente até que as plantas atingissem 21 dias de tratamento, totalizando quatro
aplicacoes. No tratamento 0 g foi adicionada somente agua.

A conducdo e as avaliagBes foram semelhantes as descritas anteriormente.

3.3.4 Andlise estatistica

Os dados das variaveis de promocéao de crescimento dos experimentos foram
submetidos a andlise de variancia e para comparacdo entre os tratamentos foi
utilizado o teste de Tukey a 5 % de probabilidade, utilizando o software Sisvar®.

Nos experimentos com aplicacdo semanal dos probidticos Bio 21 p6 e BS po6
os dados das variaveis de promocéao de crescimento foram submetidos a regressao

quadratica, utilizando o software Excel®.

3.4 Controle de mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum) e queima da saia

(Rhizoctonia solani) em mudas de alface

Para os estudos de controle bioldgico das doencas mofo branco e queima da
saia, em razdo da aplicacao ter sido por pulverizacdo foram utilizados apenas 0s
probidticos em liquido. Diante disso, foi um fator limitante para a aplicacdo dos
probidticos em pd, uma vez que, devido a sua granulometria grossa ocorre o
entupimento de bicos. A primeira etapa da pesquisa consistiu na aplicagdo dos
probioticos BIO 21 liquido e BS liquido em dois experimentos, um com Sclerotinia
sclerotiorum e o outro com Rhizoctonia solani, realizado no Laboratério de
Microbiologia Agricola “Raquel Ghini” da Embrapa Meio Ambiente. Para isso,
sementes de alface foram semeadas em bandejas de 128 células com o substrato
Vivatto®.

Mudas de alfaces com 20 dias foram tratadas individualmente com os
probiéticos Bio 21 liquido e BS liquido na concentracdo de 107 UFC mlt e agua
destilada para a testemunha e testemunha ndo inoculada. A aplicacdo de Bio 21
liquido e BS liquido foi realizada 24 h antes e simultaneamente a inoculacdo do
patdgeno, a testemunha inoculada e testemunha nédo inoculada foram tratadas com
adgua destilada, totalizando seis tratamentos com quatro repeticbes cada. O

experimento foi instalado em blocos casualizados, em caixas plasticas envolvidas com
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papel filme, com quatro repeticbes contendo oito mudas cada repeticdo, com as
plantas mantidas em camara Umida por 24 h para posterior inoculacéo do patégeno e
conduzidas em sala de crescimento a 22 + 2 °C com fotoperiodo de 12 h. A inoculacao
do patogeno foi realizada na parte superior das folhas de alface, utilizando discos de
8 mm de diametro com crescimento micelial do patégeno em meio BDA, provenientes
dos graos de trigo armazenados (Figura 1). Quatro dias apdés a inoculacédo, a
incidéncia foi avaliada no ensaio com S. sclerotiorum devido ao alto grau de
agressividade do patdgeno e a severidade foi avaliada para R. solani. O experimento
com Rhizoctonia solani foi realizado duas vezes.

A avaliacdo da incidéncia do mofo branco foi realizada contando o niamero de
plantas mortas. Com este dado foi obtida a porcentagem da incidéncia da doenca por
tratamento. A avaliacdo da severidade da queima da saia foi realizada utilizando a
escala de notas de 1 a 4, em que, 1l-plantas vivas, 2-lesdes nas folhas da base, 3-
lesdes avancando para as folhas secundarias e 4-plantas mortas, adaptado de Pinto
et al. (2014). Os dados de severidade da queima-da-saia (R. solani) foram
transformados para indice de doenca, utilizando a formula [(£ grau da escala x
frequéncia) x100]/(numero total de plantas x grau maximo da escala).

Os dados da incidéncia e da severidade de cada doenca foram submetidos a
analise de variancia e para comparacao entre os tratamentos foi utilizado o teste de
Tukey a 5 % de probabilidade.
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Figura 1 - Esquema do experimento para o controle de mofo branco
(Sclerotinia sclerotiorum) e queima da saia (Rhizoctonia solani) em mudas de

alface
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Figura: Rafaela Carvalho Vargas - 2023

3.5 Controle de mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum) e mela da soja
(Rhizoctonia solani) em folhas de soja destacadas

A segunda etapa da pesquisa consistiu na aplicacdo dos probiéticos BIO 21
liquido e BS liquido em folhas destacadas de soja para o controle de S. sclerotiorum
e R. solani. Para isso, trifélios de plantas de soja foram coletados e acondicionados
em placas de Petri de 15 cm de diametro, onde o trifélio foi destacado em trés foliolos
e o0 peciolo de cada um foi envolvido por algoddo embebido com agua destilada, na
base da placa foi disposto um disco de papel filtro embebido com agua destilada, a
placa foi envolvida com papel filme para a manutencéo da umidade (Figura 2). Os
probiéticos foram aplicados na concentracdo de 1x107 UFC/ml e 4gua destilada para
as testemunhas, onde cada foliolos foi tratado com 0,73 ml do seu respectivo
tratamento. Os produtos foram aplicados 24 horas antes da inoculacao (Preventivo) e
simultaneamente a inoculacdo do patdégeno, totalizando seis tratamentos, dos quais:
BIO 21 24 horas, BS 24 horas, BIO 21 simultaneo, BS simultaneo, testemunha
inoculada e testemunha. A inoculagéo foi realizada com um disco de micélio de S.

sclerotiorum e R. solani com 10 dias de idade sobre cada foliolos, que foram repicados
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em meio BDA e mantidos em sala de crescimento a 20 + 2 °C com fotoperiodo de 12
horas (Figura 3). Os discos foram colocados na parte superior do foliolo, com o
crescimento micelial voltado para baixo em contato com o hospedeiro. Apos a
aplicacao dos produtos as placas foram dispostas em sala de crescimento a 20 £ 2 °C
com fotoperiodo de 12 horas. A avaliacdo da severidade foi realizada quatro dias apos
a inoculacdo dos patdgenos, utilizando o pacote Pliman do software R® para
guantificacédo das lesbes. Para isso, foram tiradas fotos de cada repeticao referentes
aos seis tratamentos, para a obtencdo da porcentagem de severidade. O ensaio foi
arranjado em delineamento inteiramente casualizado, com seis tratamentos e 10
repeticoes.

Os dados da severidade de cada doenca foram submetidos a analise de
variancia e para comparagao entre os tratamentos foi utilizado o teste de Tukey a 5 %

de probabilidade, utilizando o software Sisvar®.

Figura 2 - Placas de Petri plastica com 15 cm de didametro
preparadas para o experimento com folhas destacadas.

" Figura: Rafaela Earvalho Vargas - 2023
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Figura 3 - Esquema do experimento para o controle de mofo branco
(Sclerotinia sclerotiorum) e queima da saia (Rhizoctonia solani) em folhas

destacadas de soja
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacdo do potencial dos probioticos na promocéo de crescimento de
alface.

4.1.1 Efeito dos probidéticos aplicados no substrato de semeadura da cultura na
promocéao de crescimento

Apés 30 dias a semeadura, nos trés experimentos, a altura da planta, o volume
do sistema radicular, as massas frescas e secas da parte aérea e do sistema radicular,
de modo geral, aumentaram significativamente com a aplicacdo dos probiéticos BIO
21 po6 e BS po, diferindo estatisticamente quando comparado a testemunha e aos
tratamentos BIO 21 liquido e BS liquido (Tabela 3, Figura 4). O BIO 21 pé
proporcionou maior incremento da massa fresca da parte aérea comparado aos
demais tratamentos. A variavel comprimento da raiz ndo apresentou diferenca, exceto
para o terceiro experimento em que apresentou diferenca significativa (p< 0,05)
(Tabela 3, Figura 4).

De modo geral, foi observado de que os tratamentos BIO 21 p6 e BS po6
proporcionou um aumento médio de, aproximadamente, duas vezes nos valores das
variaveis de desenvolvimento avaliadas em comparacdo aos tratamentos Bio 21

liquido, BS liquido e testemunha (p-valor< 0,05) (Tabela 3 e Figura 4).
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Tabela 3 - Efeito dos probioticos Bio 21 p6,BS p6,BIO 21 L e BSL aplicados no substrato de semeadurano desenvolvimento

de plantas de alface cultivar Vanda.

Experimento 1

Volume do Massa fresca do Massa seca do
Altura Comprimento da raiz sistema Massa fresca da parte Massa seca da parte sistema radicular  sistema radicular
Tratamento  (cm) (cm) radicular (ml) aérea (9) aérea (9) (9) (9)
Bio 21 po 6,94 a 9,72 a 151a 1,85a 0,21a 150 a 0,092 a
BS PO 4,98 b 8,45 a 1,28 a 1,17b 0,14 b 124 a 0,075 a
Bio21 L 3,69b 9,50 a 0,57 b 0,58 ¢ 0,077 c 0,58 b 0,047 b
BS L 3,48 b 8,77 a 0,49 b 0,52 ¢ 0,070 ¢ 0,51 b 0,040 b
Testemunha 3,58 b 9,44 a 0,55b 0,53c 0,070 c 0,59b 0,042 b
CV(%) 15,16 15,98 21,91 10,6 14,19 14,86 16,16
Experimento 2
Tratamento
Bio 21 po 7,54 b 9,85 a 0,62 a 1,06 a 0,062 b 0,61 a 0,025 a
BS PO 8,25 a 9,59 a 0,71 a 0,89 a 0,075 a 0,72 a 0,030 a
Bio21 L 2,98 ¢ 9,28 a 0,27 b 0,24 b 0,020 ¢ 0,27 b 0,010b
BSL 2,72 ¢ 9,72 a 0,20 b 0,19b 0,020 c 0,22 b 0,015 b
Testemunha 2,77 c 8,90 a 0,19 a 0,21b 0,020 c 0,20 b 0,010b
CV(%) 5,79 7,92 32,02 16,7 9,24 33,3 20,29
Experimento 3
Tratamento
Bio 21 po 10,67 a 7,47 c 0,62 a 154 a 0,090 a 0,62 a 0,027 a
BS PO 10,14 a 7,94 bc 0,66 a 131b 0,075 a 0,72 a 0,022 a
Bio21L 4,44 b 8,69 ab 0,30 b 0,27 c 0,027 b 0,30 b 0,012 b
BS L 4,18 b 8,97 a 0,25 b 0,23 ¢ 0,022 b 0,25 b 0,012 b
Testemunha 4,07 b 8,53 ab 0,22 b 0,22c 0,017b 0,23 b 0,010b
CV(%) 6,57 5,48 18,03 13,28 16,07 17,27 24,01

IMédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, 5 % de probabilidade.
2Bio 21 L e Bio 21 p6 = probiéticos em formulagédo liquida e p6 contendo as cepas bacterianas Enterococcus faecium (LOFU 84, LOFU 124,
LOFU 140, LOFU 145, LOFU 146, LOFU 158), Lactobacillus acidophillus (LOFU 63), Lactobacillus delbrueckii (LOFU 65), Lactobacillus plantarum
(LOFU 79, LOFU 83, LOFU 147), Lactobacillus reuteri (LOFU 18, LOFU 21, LOFU 22, LOFU 35, LOFU 48), Lactobacillus salivarius (LOFU 44),
Pediococcus acidilactici (LOFU 57, LOFU 58, LOFU 82) e Bacillus subtilis (LOFU 160); BS L e BS p6= probio6ticos em formulagéo liquida e p6

contendo a cepa bacteriana Bacillus subtilis (LOFU 160).
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Figura 4 - Mudas de alface com trinta dias de idade, apés a
aplicacao dos probiéticos BIO 21 p6, BS p6, BIO 21 L e BS L via
substrato de semeadura, para observar o efeito promotor no
desenvolvimento de plantas de alface cultivar Vanda. (a)

Figura: Rafaela Carvalho Vargas - 2023

!Bio 21 L e Bio 21 p6 = probidticos em formulacéo liquida e p6 contendo as cepas
bacterianas Enterococcus faecium (LOFU 84, LOFU 124, LOFU 140, LOFU 145,
LOFU 146, LOFU 158), Lactobacillus acidophillus (LOFU 63), Lactobacillus
delbrueckii (LOFU 65), Lactobacillus plantarum (LOFU 79, LOFU 83, LOFU 147),
Lactobacillus reuteri (LOFU 18, LOFU 21, LOFU 22, LOFU 35, LOFU 48),
Lactobacillus salivarius (LOFU 44), Pediococcus acidilactici (LOFU 57, LOFU 58,
LOFU 82) e Bacillus subtilis (LOFU 160); BS L e BS p6= probioticos em formulacéo
liguida e p6 contendo a cepa bacteriana Bacillus subtilis (LOFU 160).
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4.1.2 Efeito dos probioticos aplicados via drench em mudas de alface

4.1.2.1 Aplicacéo dos probioticos via drench nas mudas de alface

Quando os probiodticos (Colostrum® BIO 21 Liquido, Colostrum® BIO 21 MIX,
Colostrum® BS, Colostrum® BS Liquido) foram aplicados semanalmente, foi
observado que aos 21 dias apdés emergéncia das plantulas, de modo geral, os
probioticos BIO 21 pé e BS p6 aumentaram significativamente o crescimento da
alface, diferindo estatisticamente quando comparados a testemunha e aos
tratamentos BIO 21 liquido e BS liquido (p < 0,05). (Tabela 4 e Figura 5).
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Tabela 4 - Efeito dos probiéticos BIO 21 p6, BS p6, BIO 21 L e BS L, em aplicacdes semanais via drench, no
desenvolvimento de plantas de alface cultivar Vanda. Experimentos 1 e 2.

Experimento 1

Volume do Massa frescado  Massa seca do

Altura  Comprimento da sistema Massa fresca da parte  Massa seca da parte  sistema radicular sistema
Tratamento  (cm) raiz (cm) radicular (ml) aérea (g) aérea (g) (9) radiculaer (g)
Bio 21 po6 13,77 a 6,54 c 0,42 ab 2,67 a 0,11 a 0,43 b 0,010 a
BS PO 14,20 a 8,84 ab 0,51 ab 2,66 a 0,10 a 0,49 ab 0,010 a
Bio21L 8,45 b 9,94 ab 0,54 a 1,07 b 0,098 a 0,58 a 0,012 a
BSL 6,87 bc 8,93 ab 0,41b 0,75b 0,055 a 0,41b 0,010 a
Testemunha 5,97 c 10,21 a 0,46 ab 0,63 b 0,050 a 0,46 b 0,012 a
CV(%) 7,3 17,88 12,13 14,16 33,48 8,84 29,92

Experimento 2

Tratamento
Bio 21 po 13,87 a 7,86 b 1,68 a 583 a 0,39 a 1,68 a 0,065 a
BS PO 13,54 a 8,34 ab 1,82 a 501b 0,36 a 1,82 a 0,070 a
Bio21L 518b 9,57 a 0,84 b 0,78 c 0,082 b 0,80 b 0,035b
BSL 437b 9,39 a 0,54 c 0,54 c 0,060 b 0,54 bc 0,025 b
Testemunha 3,98 b 8,74 ab 0,50 c 0,47c 0,052 b 0,50 c 0,022 b
CV(%) 9,21 7,39 11,61 7,93 9,47 12,14 15,13

!Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, 5 % de probabilidade.

2Bio 21 L e Bio 21 p6 = probiéticos em formulacéo liquida e pé contendo as cepas bacterianas Enterococcus faecium (LOFU 84, LOFU
124, LOFU 140, LOFU 145, LOFU 146, LOFU 158), Lactobacillus acidophillus (LOFU 63), Lactobacillus delbrueckii (LOFU 65), Lactobacillus
plantarum (LOFU 79, LOFU 83, LOFU 147), Lactobacillus reuteri (LOFU 18, LOFU 21, LOFU 22, LOFU 35, LOFU 48), Lactobacillus
salivarius (LOFU 44), Pediococcus acidilactici (LOFU 57, LOFU 58, LOFU 82) e Bacillus subtilis (LOFU 160); BS L e BS p6 = probioticos
em formulacéo liquida e p6 contendo a cepa bacteriana Bacillus subtilis (LOFU 160).



Figura 5 - Mudas de alface 21 dias ap0s a aplicacdo semanal
dos probidticos BIO 21 p6, BS p6, BIO 21 L e BS L viadrench
em substrato indicando o efeito na promocéao do
desenvolvimento de plantas de alface cultivar Vanda. (a)
Experimento 1 e (b) experimento 2.

12

Bio 21 L Testemunha

Bio 21 po6 BS po BS L Bio 21 L Testemunha

!Bio 21 L e Bio 21 p6 = probidticos em formulacéo liquida e p6é contendo as
cepas bacterianas Enterococcus faecium (LOFU 84, LOFU 124, LOFU 140,
LOFU 145, LOFU 146, LOFU 158), Lactobacillus acidophillus (LOFU 63),
Lactobacillus delbrueckii (LOFU 65), Lactobacillus plantarum (LOFU 79, LOFU
83, LOFU 147), Lactobacillus reuteri (LOFU 18, LOFU 21, LOFU 22, LOFU 35,
LOFU 48), Lactobacillus salivarius (LOFU 44), Pediococcus acidilactici (LOFU
57, LOFU 58, LOFU 82) e Bacillus subtilis (LOFU 160); BS L e BS p6 =
probiéticos em formulacéo liquida e pé contendo a cepa bacteriana Bacillus
subtilis (LOFU 160).
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4.1.2.1 Aplicacédo semanal dos probiéticos BIO 21 P6 e BS Po

Na analise do experimento com o probiotico BIO 21 pé, aplicado no substrato
de producéo de mudas de alface nas dosagens de 0, 7,5, 15, 22,5 e 30 g de BIO 21/L
de agua, foi observada uma resposta quadratica com ponto de inflexdo na dosagem
15 g de BIO 21/L de &gua (Figura 6 e 7) para todas a variaveis analisadas. A maior
producdo de biomassa da alface para as variaveis altura da planta (y = -0,9423x? +
7,4206x - 1,7732), massa fresca e seca da parte aérea (y = -0,1571x? + 1,4193x -
0,9751 ey =-0,0111x? + 0,0849x - 0,0445) ocorreu na dosagem de 15 g de BIO 21/L
de agua (Figura 6 e 7). Enquanto que, para a producdo de biomassa da raiz a
dosagem de 7,5 g de BIO 21/L de agua foi o suficiente para incrementar a massa
fresca e seca (y = -0,0523x? + 0,3363x + 0,012 e y = -0,0014x? + 0,0077x + 0,0047) e
o volume da raiz (y = -0,0523x? + 0,3363x + 0,012) (Figura 6 e 7).

No experimento com o probiético BS pé também foi observada uma resposta
quadratica com ponto de inflexdo na dosagem 15 g de BS/L de agua (Figura 8 e 9)
para a maioria das variaveis analisadas. A maior producdo de biomassa da cultura
para as variaveis altura da planta (y = -0,4342x? + 4,0042x + 0,3294), massa fresca
da parte aérea (y = -0,0283x2 + 0,5934x - 0,313) ocorreu na dosagem de 22,5 g de
BIO 21/L de &gua, sendo que, quando obtida a massa seca da parte aérea (y = -
0,0065x? + 0,0665x - 0,0267) a dosagem de 15 g de BIO 21/L de agua foi mais
eficiente (Figura 8 e 9). O acumulo de biomassa na raiz foi mais eficiente a dosagem
de 30 g de BIO 21/L de agua nas variaveis massa fresca (y = -0,0243x2 + 0,3117x -
0,0021) e o volume da raiz (y = -0,0243x? + 0,3117x - 0,0021), no entanto, quando
obtida a massa seca da raiz (y = -0,0048x? + 0,0337x - 0,0182) a dosagem de 15 g de
BIO 21/L de agua foi mais eficiente (Figura 8 e 9).

Em ambos experimentos, obteve-se uma correlacéo forte entre as dosagens
aplicadas dos probidticos e o incremento de biomassa na cultura da alface, com
valores de coeficiente de correlagdo proximo a 1 para a maioria das variaveis. A
medida que se aumentava a dosagem dos probidticos foi obtido maior eficiéncia no
acumulo de biomassa, no entanto, para o probidtico BIO 21 PO nas altas dosagens
(22,5 e 30 g/L) houve reducéo na producéo de biomassa vegetal.



Figura 6 - Efeito do probiotico BIO 21 p6 aplicado semanalmente em mudas no desenvolvimento das
variaveis altura, comprimento e volume da raiz em plantas de alface cultivar Vanda.
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Figura: Rafaela Carvalho Vargas - 2023
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Figura 7 - Efeito do probidtico BIO 21 p6 aplicado semanalmente mudas no desenvolvimento das variaveis
massa fresca e seca da parte aérea e da raiz em plantas de alface cultivar Vanda.
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Figura 8 - Efeito do probidtico BS p6 aplicado semanalmente em mudas no desenvolvimento das
variaveis altura, comprimento e volume da raiz em plantas de alface cultivar Vanda.
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Figura 9 - Efeito do probidtico BS p6 aplicado semanalmente mudas no desenvolvimento das variaveis

massa fresca e seca da parte aérea e da raiz em plantas de alface cultivar Vanda.
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Figura 10 - Mudas de alface aos 30 dias de idade ap0s a
aplicacdo semanal, via drench em substrato, dos
probioticos BIO 21 p6, BS po, nas dosagens 0, 7,5, 15,
22,5 e 30 g/L para avaliar o efeito no desenvolvimento
de plantas de alface cultivar Vanda. (a) Experimento BIO
21 po e (b) Experimento BS po.

15g ~ 22,5¢  30g

Bio 21 P6
Figura: Rafaela Carvalho Vargas - 2023

!Bio 21 p6 em dosagens 0, 7,5, 15, 22,5 e 30 g/L de 4gua = probidtico
em formulacdo p6é contendo as cepas bacterianas Enterococcus
faecium (LOFU 84, LOFU 124, LOFU 140, LOFU 145, LOFU 146,
LOFU 158), Lactobacillus acidophillus (LOFU 63), Lactobacillus
delbrueckii (LOFU 65), Lactobacillus plantarum (LOFU 79, LOFU 83,
LOFU 147), Lactobacillus reuteri (LOFU 18, LOFU 21, LOFU 22, LOFU
35, LOFU 48), Lactobacillus salivarius (LOFU 44), Pediococcus
acidilactici (LOFU 57, LOFU 58, LOFU 82) e Bacillus subtilis (LOFU
160); BS p6 em dosagens 0, 7,5, 15, 22,5 e 30 g/L de agua= probiético
em formulacéo po6 contendo a cepa bacteriana Bacillus subtilis (LOFU
160).
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4.1.3 Experimentos de promocdao de crescimento em vasos com aplicacdes no

transplantio das mudas e via drench

Na anélise do experimento com o probiotico BIO 21 p0, aplicado em mudas de
alface transplantadas nas dosagens de 0, 7,5, 15, 22,5 e 30 g de BIO 21/L de agua,
foi observada uma resposta quadratica com ponto de inflexdo na dosagem 15 g de
BIO 21/L de &gua (Figura 11 e 12). Em mudas de alface transplantas, as dosagens
22,5 e 30 g/L proporcionou maior incremento da altura da planta (y = -0,0536x? +
1,0131x + 7,0583), volume da raiz (y = -0,0826x? + 1,058x + 2,1847), massa fresca e
seca da parte aérea (y = 0,0893x? + 1,0778x + 2,193 e y = 0,0093x? + 0,1123x +
0,2975) e massa fresca e seca da raiz (y = -0,0826x2 + 1,058x + 2,1847 e y = -0,0029x?
+ 0,0526x + 0,1293). Sendo que, para a variavel altura da planta a dosagem 15 g/L
também apresentou eficiéncia em promover crescimento da alface (Figura 11 e 12).

No experimento com o probiético BS pé também foi observada uma resposta
quadratica com ponto de inflexdo na dosagem 15 g de BS/L de &gua (Figura 13 e 14).
Assim como observado no experimento anterior, as maiores dosagens do probidtico
BS p6 (22,5 e 30 g/L ) apresentaram maior eficiéncia em promover crescimento da
alface, devido aos maiores resultados no incremento de altura da planta (y = -0,078x?
+ 1,492x + 5,83), volume da raiz (y = 0,0937x2 + 0,6738x + 1,9567), massa fresca e
seca da parte aérea (y = 0,28x? + 0,4227x + 2,4272 e y = 0,0223x? + 0,077x + 0,2918)
e massa fresca e seca da raiz (y = 0,0937x? + 0,6738x + 1,9567 e y = -0,0048x? +
0,0817x + 0,0995).

Em ambos experimentos, obteve-se uma correlacéo forte entre as dosagens
dos probidticos e o incremento de biomassa na cultura da alface, com valores de
coeficiente de correlacdo proximo a 1 para a maioria das variaveis. A medida que se
aumentava a dosagem dos probioticos foi obtida maior eficiéncia no acumulo de

biomassa.



Figura 11 - Efeito do probiético BIO 21 p6 aplicado via drench em mudas transplantadas no
desenvolvimento das variaveis altura, comprimento e volume da raiz em plantas de alface cultivar Vanda.
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Figura: Rafaela Carvalho Vargas - 2023
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Figura 12 - Efeito do probiotico BIO 21 p6 aplicado via drench em mudas transplantadas no
desenvolvimento das variaveis massa fresca e seca da parte aérea e da raiz em plantas de alface cultivar

Vanda.
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Figura 13 - Efeito do probidtico BS p6 aplicado via drench em mudas transplantadas no desenvolvimento
das variaveis altura, comprimento e volume da raiz em plantas de alface cultivar Vanda.
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Figura 14 - Efeito do probidtico BS aplicado via drench em mudas transplantadas no desenvolvimento das

variaveis massa fresca e seca da parte aérea e da raiz em plantas de alface cultivar Vanda.

Massa fresca parte aerea

Massa seca parte aerea

5283888

12,80
11,50
10,50
9,50
8,50
7,50
6,50
5,50
4,50
3,50
2,580

1,30
1,20
1,10

y =0,28x%+ 0,4227x + 2,4272

R*=0,9982

7.5 15 22,5 30

Dosagem do probiotico BS po (g/L)

y =0,0223x%+ 0,077x+ 0,2918
R*=0,9987

7.5 15 225 30
Dosagem do probidtico BS pé (g/L)

8,00

Massa fresca raiz
w - o m ~
8 8 8 8 8

8

Massa secaraiz
o o o o o o
8 B 8 & & &

=
-
w

y =0,0937x*+ 0,6738x + 1,9567
R#=0,9928

7.5 15 225 30
Dosagem do probiético BS pé (g/L)

y =-0,0048x2 + 0,0817x + 0,0995
R*=09137

7,5 15 225 30
Dosagem do probidtico BS po (g/L)
Figura: Rafaela Carvalho Vargas - 2023




63

Figura 15 - Mudas de alface aos 30 dias apdés o transplantio e
aplicacdo semanal via drench dos probiéticos BIO 21 pg, BS p0,
para avaliar o desenvolvimento de plantas de alface cultivar
Vanda. (a) Experimento BIO 21 p6 e (b) Experimento BS po.

%rga ,!2023
g
!Bio 21 p6 em dosagens 0, 7,5, 15, 22,5 e 30 g/L de agua = probidtico em
formulacdo po6 contendo as cepas bacterianas Enterococcus faecium (LOFU
84, LOFU 124, LOFU 140, LOFU 145, LOFU 146, LOFU 158), Lactobacillus
acidophillus (LOFU 63), Lactobacillus delbrueckii (LOFU 65), Lactobacillus
plantarum (LOFU 79, LOFU 83, LOFU 147), Lactobacillus reuteri (LOFU 18,
LOFU 21, LOFU 22, LOFU 35, LOFU 48), Lactobacillus salivarius (LOFU 44),
Pediococcus acidilactici (LOFU 57, LOFU 58, LOFU 82) e Bacillus subtilis
(LOFU 160); BS p6 em dosagens 0, 7,5, 15, 22,5 e 30 g/L de agua= probibtico
em formulag&o po6 contendo a cepa bacteriana Bacillus subtilis (LOFU 160).
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4.2 Controle de mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum) e Queima da saia
(Rhizoctonia solani) em mudas de alface

Os probiodticos Bio 21 liquido e BS liquido ndo reduziram o indice de queima-
da-saia na cultura da alface, causada por Rhizoctonia solani quando comparados com
a testemunha inoculada (p<0,05), tanto quando foram aplicados 24 horas antes ou
simultaneamente a inoculacdo do patdégeno (Figuras 8). No primeiro ensaio, nos
tratamentos em que a aplicacdo foi simultanea foi observado aumento do indice da
doenca em relacdo a testemunha inoculada (Figuras 16). Os valores do indice da
doenca foram de 32,03; 39,06; 46,09; 58,59 e 62,50 para os Bio 21 24 h antes da
inoculacdo do patdgeno, BS 24 h antes da inoculacdo do patégeno, testemunha
inoculada, Bs simultaneo a inoculacdo do patégeno e Bio 21 simultaneo a inoculacéo
do patdégeno, respectivamente (Figura 16). No entanto, no segundo ensaio, O
tratamento com probidtico Bio 21 aplicado 24 horas antes a inoculagdo do patégeno
reduziu o indice de doenca em comparacéo a testemunha inoculado, enquanto que,
os demais tratamentos com probidticos apresentarem resultado semelhante a
testemunha (Figura 17). Os valores do indice de doenca foram de 30,73; 38,28; 43,23;
54,43 e 58,85 para os tratamentos Bio 21 24 h, BS 24 h, Bio 21 simultdneo, Bs
simultaneo e testemunha inoculada, respectivamente (Figura 17).

No experimento com Sclerotinia sclerotiorum, os probidticos Bio 21 liquido e BS
liquido, aplicados em mudas de alface inoculadas com o patégeno ndo reduziram a
incidéncia de mofo branco na cultura, quando comparados com a testemunha
inoculada (p<0,05) (Figura 18). Os valores de incidéncia foram de 87,5; 93,75; 93,75;
96,87 e 100 para os BS 24 h antes da inoculagédo do patdégeno, Bio 21 24 h antes da
inoculacao do patdégeno, Bs simultdneo a inoculacao do patdégeno, Bio 21 simultaneo
a inoculacdo do patdégeno e testemunha inoculada, respectivamente (Figura 18).



Figura 16 - Efeito dos probioticos BIO 21 liquido e BS liquido
no controle da severidade da queima-da-saia (Rhizoctonia
solani) da alface, da primeira vez em que o experimento foi

conduzido.
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Figura: Rafaela Carvalho Vargas - 2023

1Bio 21 e BS 24 horas: aplicagdo dos probidticos 24 h antes a inoculagdo do
patdgeno; Bio 21 e BS 24 simultaneo: aplicacdo dos probidticos simultaneamente
a inoculacdo do patdgeno; Testemunha R.s.: testemunha inoculada com
Rhizoctonia solani.

Figura 17 - Efeito dos probi6ticos BIO 21 liquido e BS liquido
no controle da severidade da queima-da-saia (Rhizoctonia
solani) da alface, da segunda vez em que o experimento foi

conduzido.
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Figura: Rafaela Carvalho Vargas - 2023

1Bio 21 e BS 24 horas: aplicagdo dos probidticos 24 h antes a inoculagédo do
patégeno; Bio 21 e BS 24 simultaneo: aplicagdo dos probiéticos
simultaneamente a inoculacdo do patégeno; Testemunha R.s.: testemunha
inoculada com Rhizoctonia solani.
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Figura 18 - Efeito dos probioticos BIO 21 liquido e BS liquido
no controle daincidéncia de mofo branco (Sclerotinia

sclerotiorum) da alface.
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a a
100 5 a a
80
)
(&)
S 60
©
©
£ 40
20
0
BS 24 horas Bio 21 24 horas BS simultaneo Bio 21 Testemunha +
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Figura: Rafaela Carvalho Vargas - 2023

1Bio 21 e BS 24 horas: aplicagdo dos probidticos 24 h antes a inoculagédo do
patégeno; Bio 21 e BS 24 simultdneo: aplicagdo dos probidticos
simultaneamente a inoculagdo do patégeno; Testemunha R.s.: testemunha
inoculada com Sclerotinia sclerotiorum.

4.2 Controle de mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum) e Mela da soja
(Rhizoctonia solani) em folhas de soja destacadas

No experimento com folhas destacadas para o controle de Rhizoctonia solani,
os resultados indicaram que o probiéticos BIO 21 liquido e BS liquido ndo foram
eficientes em reduzir a mela da soja. Ambos probidticos, tanto no tratamento aplicado
24 h antes a inoculacdo do patdégenos como no aplicado simultaneamente, nao
diferiram da testemunha (p <0,05) (Figura 19). No entanto, quando comparados 0s
valores meédios, observa-se que a aplicacdo dos probidtico BIO 21 liquido e BS liquido
aumentaram a severidade na doenca em comparacgéo a testemunha. Os valores da
severidade foram de: 19,5; 35,1; 61,2; 60,4 e 68,7% para os tratamentos Testemunha
inoculada, BS liquido 24 horas antes da inoculacdo do patogeno, BIO 21 liquido 24 h
antes da inoculacéo do patégeno, BS liquido simultaneo a inoculacédo do patdgeno e
BIO 21 liquido simultédneo a inoculagéo do patégeno, respectivamente (Figura 19).

No experimento para o controle de Sclerotinia sclerotiorum, o tratamento BS 24

h antes da inoculacdo do patdégeno reduziu a severidade em relacdo aos demais
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tratamentos, no entanto, ndo diferiu estatisticamente da severidade dos tratamentos
BIO 21 24 h, BIO 21 simultaneo a inoculacdo do patdgeno e testemunha inoculada (p
<0,05) (Figura 20). O tratamento BS simultaneo a inoculacdo do patégeno foi o que
apresentou a maior severidade, favorecendo o aumento da severidade de mofo
branco em relacdo a testemunha inoculada. Os valores da severidade foram de:
24,10; 12,24, 23,48; 33,51 e 18,91% para os tratamentos Testemunha inoculada, BS
liguido 24 h antes da inoculacao do patdgeno, BIO 21 liquido 24 h antes da inoculagéo
do patégeno, BS liquido simultdneo a inoculacdo do patdgeno e BIO 21 liquido

simultaneo a inoculacdo do patdégeno, respectivamente (Figura 20).

Figura 19 - Efeito dos probioticos BIO 21 liquido e BS liquido
no controle da severidade da mela da soja (Rhizoctonia

solani) na cultura da soja.

Rhizoctonia solani em Soja
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Figura: Rafaela Carvalho Vargas - 2023

1Bio 21 e BS 24 horas: aplicacdo dos probiéticos 24 h antes a inoculacdo do
patdégeno; Bio 21 e BS 24 simultaneo: aplicacao dos probiéticos simultaneamente
a inoculacdo do patdgeno; Testemunha R.s.: testemunha inoculada com
Rhizoctonia solani
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Figura 20 - Efeito dos probidticos BIO 21 liquido e BS liquido
no controle daincidéncia do mofo branco (Sclerotinia
sclerotiorum) na cultura da soja.
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Figura: Rafaela Carvalho Vargas - 2023

!Bio 21 e BS 24 horas: aplicagdo dos probioticos 24 h antes a inoculagdo do
patégeno; Bio 21 e BS 24 simultaneo: aplicac@o dos probidticos simultaneamente
a inoculacdo do patdgeno; Testemunha R.s.: testemunha inoculada com
Sclerotinia sclerotiorum
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5 DISCUSSAO

Os resultados obtidos demonstraram que os probidticos BIO 21 pé e BS pé
promoveram e crescimento das plantas de alface, com aumento significativo na altura,
massas frescas e secas da parte aérea e do sistema radicular e volume e comprimento
do sistema radicular. Os métodos de aplicacdo dos probiéticos, sua mistura com o
substrato durante a semeadura ou por aplicacdo via drench realizada semanalmente
em substrato de producéo de mudas e em mudas transplantadas, foram eficientes em
aumentar o desenvolvimento das plantas pelo aumento da biomassa radicular e da
parte aérea. Nos experimentos, observou-se efeito persistente dos probidticos no
desenvolvimento da alface ao longo do ciclo das mudas, mesmo em situacdes que
foram feita uma Unica aplicacéo do probiotico.

Outro aspecto importante a ser considerado é que, mesmo em dosagens
reduzidas (7,5 e 15 g de probiéticos/L de agua), os produtos BIO 21 p6 e BS p6 foram
eficientes na promocédo de crescimento da alface, apresentando efeitos benéficos
tanto em mudas produzidas em bandejas como em plantas de alface transplantada
para vasos. Nos experimentos com BS pé e BIO 21 em plantas de alface
transplantadas € evidente o efeito crescente no desenvolvimento das plantas
conforme se aumenta a concentracdo do probiético. No entanto, a aplicacdo do
probidtico BIO 21 PO em mudas produzidas em bandejas nas dosagens mais altas
(22,5 e 30 g/L) apresentou reducado na producao de biomassa vegetal, sendo um fator
crucial para a determinacdo da dosagem quanto a fase fenoldgica da cultura em busca
da otimizagéo e uso racional do bioproduto.

Shao et al. (2023) relataram que a aplicacéo de Bacillus amyloliquefaciens foi
eficiente em aumentar o diametro da cabeca, altura da planta e massa fresca da alface
cultivar Green Moon. A aplicacado de Pseudomonas azotoformans, Bacillus velezensis
e B. amyloliquefaciens foram eficientes em aumentar a massa fresca e seca da alface
cultivar Liston. No estudo, foram consideradas uma unica aplicacdo das bactérias
durante a fase viveiro, uma aplicacdo na fase de transplantio e com aplicacbes em
diferentes estadios de desenvolvimento da cultura. Em todas formas de aplicacao
apresentou aumento no desenvolvimento das plantas de alface, corroborando com os
resultados encontrados no presente estudo, inclusive que, o uso dessas bactérias

permite o transplantio de mudas mais precoce e colheitas mais precoce.
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As bactérias B. velezensis e B. subtilis também ja foram relatadas promovendo
crescimento da alface com aumento de biomassa da parte aérea e radicular de
diferentes cultivares, sendo que, B. velezensis promoveu esse efeito em alface
cultivada em condicbes de estresse salino (Bai et al., 2023; Sarti et al., 2023). Em
relacdo as bactérias do acido latico, algumas espécies de Lactobacillus ja foram
relatadas com potencial de promocéo do crescimento de plantas, como no caso de L.
plantarum que proporcionou maior incremento no comprimento da parte aérea e da
raiz e maior presenca de pelos radiculares em mudas de tomates (Limanska et al.,
2013). Lactobacillus plantarum e Saccharomyces cerevisiae também promoveram
crescimento de mudas de pepino, com aumento na producdo da biomassa da parte
aérea e radicular (Kang et al., 2015).

Dados os resultados ja relatados na literatura e no presente estudo, o beneficio
exposto por esses microrganismos quanto promocdo do crescimento da alface,
indicam que os probiéticos podem contribuir para o desenvolvimento de uma
agricultura mais sustentavel. No que diz respeito, a utilizacdo das bactérias
promotoras do crescimento como alternativa viavel e segura para a reducédo do uso
de fertilizantes quimicos (Pathania et al., 2020).

A promocéao de crescimento por microrganismos, pode ocorrer de duas formas:
diretamente associada a sua capacidade de produzir substancias esséncias ao
desenvolvimento da planta, como o Acido indolacético (AlA), pela solubilizacdo de
fosfato ou indiretamente, pelo efeito antagbnico a fitopatégenos (Dalal; Kulkarni, 2014;
Mishra et al., 2016). Em relac&o ao efeito de probidticos na promocao de crescimento
de plantas, Freitas (2024) observou que os probiéticos BIO 21 p6 e BS pé promoveram
o crescimento de mudas de café. Assim, os resultados dos estudos da presente
dissertacdo corroboram com os resultados por Freitas (2024).

Deste modo, com os resultados expressivo do aumento da biomassa vegetal
pode-se considerar que 0s microrganismos probidticos atuam de forma semelhante
as rizobactérias promotoras de crescimento (PGPR) e promovem o0 crescimento
vegetal. Os microrganismos que se enquadram nesse grupo tém a capacidade de
proporcionar o desenvolvimento de ramificacoes e pelos radiculares, o que possibilita
maior superficie de absor¢édo de nutrientes e agua pela planta (Idris et al., 2007). E
possivel gue o aumento no desenvolvimento dessas variaveis se deva pela presenca
de AIA, que em determinadas concentracdes estimula o desenvolvimento de raizes

secundarias e adventicias, o que resulta em um maior peso fresco e seco do sistema
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radicular, e consequentemente do seu volume (Taiz; Zeiger, 2009). Entretanto, a
producdo de compostos promotores de crescimento necessita ser determinada em
estudos posteriores para que se possa associar a presenca deste hormoénio vegetal
ao maior acumulo de peso fresco e seco das raizes de alface, e consequentemente,
maior volume radicular.

A producdo de fitohorménios (AIA, citocinina e giberelina) induzida por
microrganismos, além de favorecer a formacédo de raizes secundarias contribui para
o alongamento celular, a formacdo de gemas apicais e folhas novas. Portanto, as
PGPR tém papel fundamental no maior acimulo de biomassa vegetal decorrente a
producdo de folhas maiores e favorecimento do aumento da taxa fotossintética das
plantas (Ferrara et al, 2012; Vega-Celed6n et al., 2016). No presente estudo o0s
probidticos BIO 21 p6 e BS po foram tanto misturados em substrato como aplicados
via drench podendo ter contribuido para maior producdo de fitohormdnios e,
consequentemente, colaborar com acumulo de biomassa vegetal.

A acdo das bactérias probidticas do género Lactobacillus na capacidade de
promover crescimento vegetal é pouco relatada. No entanto, diferentes espécies do
género Bacillus apresentam potencial de promocdao de crescimento, especialmente B.
subtilis, B. amyloliquefaciens, B. velezensis, B. pumilus, B. licheniformis e B.
thuringiensis (Lopes et al., 2018). Pacifico et al. (2021) observaram que cepas de B.
velezensis produziram compostos semelhantes a AlA e sideroforos, solubilizaram
fosfato, fixaram nitrogénio e colonizaram as raizes de algoddo e promoveram o
crescimento das plantas.

Nunes et al. (2023) também observaram que B. subtilis e B. licheniformis,
aplicados individualmente, proporcionaram maior acumulo de biomassa em plantas
de tomate, sendo que as espécies produziram o composto AIA. Meng et al. (2016)
também relataram que a B. velezensis promoveu crescimento de rabanete, em que
foi observado a produgao de auxina e NHs, bem como apresentaram atividade de
ACC-deaminase, substancias esséncias para o crescimento das plantas.

Por outro lado, no presente estudo, os probidticos ndo foram eficientes no
controle de S. sclerotiorum e R. solani em alface e soja, apresentando baixa reducao
de severidade da queima-da-saia da alface e do mofo-branco em soja e alface. Os
probioticos BIO 21 liquido e BS liquido aplicados simultaneamente a inoculagcéo dos
patdgenos aumentaram a severidade de queima-da-saia da alface quando

comparados com a testemunha. Na cultura da soja, quando aplicados 24 horas antes
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inoculacdo também aumentaram a severidade da doenca, fato pela primeira vez
relatado. Em relacdo ao controle de S. sclerotiorum, apesar da aplicacao do BS liquido
24 horas antes da inoculacao ter reduzido a severidade de mofo-branco em soja,
apresentou comportamento semelhante a testemunha inoculada.

Diante desses resultados, é possivel explicar que a agressividade dos
fitopatogenos R. solani e S. sclerotiorum seja efeito da adubacdo nitrogenada
realizada durante o plantio. O aporte excessivo de nitrogénio para obtencéo de maior
produtividade pode aumentar a suscetibilidade das plantas a doencas (Huber; Watson
1974). Considerando que, a alface possui alta capacidade de acumular esse nutriente
mineral nas folhas na forma de nitrato, Ouhibi et al. (2015) e Ouhibi et al. (2023)
comprovaram que o uso de adubacdo excessiva de nitrogénio na cultura aumenta a
sua suscetibilidade ao ataque dos fitopatégenos Botrytis cinerea e Sclerotinia minor
resultante da modificacdo do metabolismo da planta, onde alta presenca de nitrogénio
reduz a producéo de polifendis e consequentemente modifica o sistema de defesa da
planta as doencas flungicas. Lecompte et al. (2013) também relataram esse mesmo
comportamento para o fitopatdgeno necrotréfico S. sclerotiorum, mediado pelo
acumulo de acucares da cultura da alface.

Apesar de no presente estudo os probidticos contendo Bacillus néo
apresentarem eficiéncia de controle das doencas, espécies do género Bacillus sédo
relatadas controlando diferentes fungos fitopatogénicos, inclusive R. solani e S.
sclerotiorum (Gao et al., 2013; Peng et al., 2013). Isolados de Bacillus velezensis
reduziram a incidéncia de Fusarium verticillioides e Alternaria linariae em milho e
tomate, respectivamente (Ferreira et al., 2021; Silva Junior et al., 2023). Pacifico et al
(2021) selecionaram as cepas de B. velezensis AP03, S2527 e S2545 para o controle
do complexo Fusarium-nematoide no algodoeiro, por apresentarem eficiéncia no
controle desses organismos.

As bactérias probiodticas do género Lactobacillus apresentam potencial como
agente de controle biolégico de fitopatégenos. Chen et al. (2020) observaram que L.
plantarum controlou Botrytis cinerea. Barrios-Roblero et al. (2019) demonstraram que
L. paracasei, L. plantarum, L. pentosus apresentaram atividade antifungica contra
Colletotrichum gloeosporioides. Lactobacillus sp. reduziu a severidade da queima-da-
bainha na cultura do arroz (Akhtar et al., 2023). Deste modo, as bactérias pertencentes
a este grupo de microrganismos sao candidatas a aplicacdo no manejo de doencas,

uma vez que apresentam caracteristicas de rapido crescimento, capacidade de
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competicao, utilizacdo de diferentes fontes de nutrientes, sobrevivéncia sob estresse
e sintese de metabdlitos (Santoyo et al., 2012).

E importante ressaltar que os probidticos, mesmo sendo eficientes em
promover o crescimento da alface, ndo foi observado o controle de R. solani e S.
sclerotiorum em alface e soja. Considerando que, os ensaios foram conduzidos in vitro
com temperatura favoravel ao desenvolvimento do patdgeno e a inoculacdo dos
fitopatdgenos foi realizada em disco de crescimento micelial com 10 dias de idade, o
que possivelmente pode ter contribuido para alta concentracdo dos fitopatégenos, e
conseqguentemente, para o alto indice de incidéncia e severidade das doencas. Novos
ensaios devem ser conduzidos em diferentes condigcdes ambientais, pois tem estudos
na literatura comprovando a eficiéncia de bactérias probidticas no controle de
diferentes fungos fitopatogénicos.



74

6 CONCLUSOES

Os probidticos Bio 21 p6 e BS p6 promoveram O crescimento da alface, tanto
guando foram aplicados no momento da semeadura em mistura no substrato e nas
aplicacdes em mudas e alfaces transplantadas via drench realizadas semanalmente.

No entanto, os probidticos ndo apresentaram eficiéncia no controle de
Rhizoctonia solani e Sclerotinia sclerotiorum em mudas de alface e folhas de soja
destacadas, tendo em alguns ensaios 0 aumento da severidade das doencas em

relacéo a testemunha.
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