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RESUMO

A bananicultura ¢ de grande importancia econdmica e social para o Brasil, com uma producao
de 6,8 milhdes de toneladas, em 2023. Entretanto, a cultura ¢ acometida pelo mal do Panama,
ocasionada pela espécie Fusarium oxysporum f. sp. cubense (FOC), e uma das alternativas para
reduzir os impactos ¢ o uso de agentes de controle bioldgico, como os Bacillus. O objetivo
desse estudo foi investigar a atividade antifungica de bactérias do género Bacillus no controle
da doenga, além de avaliar a atividade enzimatica litica das bananeiras inoculadas. Assim,
foram usadas mudas micropropagadas de bananeira da cultivar ‘Prata Catarina’, quatro cepas
de Bacillus (LPPC242, LPPC259, LPPC262 e LPPC283) e um isolado de FOC (RFB65),
divididos em 5 tratamentos: T1: inoculagdo bacteriana, T2: inoculacdo fingica, T3: inocula¢do
da bactéria e fungo; T4: inoculagdo fingica e fungicida tiabendazole; e T5: controle (sem
inoculagdo). A inoculacio bacteriana (concentragio de 107 ufc mL-1) foi aplicada no colo das
mudas 7 dias antes da inoculagdo com o fungo e repetida a cada 15 dias. A inocula¢do do fungo
foi feita através do corte e imersdo das raizes em suspensdo de esporos (concentragdo de 10°
esporos mL-1) por 30 minutos, enquanto que, as plantas controle foram imersas em agua
destilada estéril. As mudas foram mantidas em casa de vegetacao durante 60 dias e, na ultima
coleta, foram avaliados sintomas como a murcha, amarelecimento das folhas e rachaduras no
pseudocaule (externos); e manchas avermelhadas ou necrose do rizoma (internos), com auxilio
de escala descritiva de notas e, calculo do indice de severidade da doenga (ISD). Além disso,
as mudas dos tratamentos T1B2, T2, T3B2, T4 e T5 foram inativadas com nitrogénio liquido,
e foi feito um extrato proteico para cada, em 10 tempos de coleta distintos. Realizou-se um
ensaio de proteinas totais e ensaio enzimatico de quitinase e -1,3-glucanase. Os tratamentos
T1 e TS ndo demonstraram sintomas do mal do Panama, ja o tratamento T2 teve 53,3 % de ISD
para sintomas externos e 33,2 % para sintomas internos, € as mudas tratadas com fungicida e
fungo (tratamento T4) obtiveram 30 % de ISD para sintomas externos e 28,5 % para sintomas
internos. Por fim, as mudas submetidas a indugdo de resisténcia com as cepas de Bacillus
obtiveram os seguintes ISD: 0% para sintomas externos e 14,2 % para sintomas internos
(LPPC259), 6,6% para sintomas externos e 14,2 % para sintomas internos (LPPC283), 13,3 %
para sintomas externos ¢ 18,9 % para sintomas internos (LPPC242) e 26,6 % para sintomas
externos e 28,5 % para sintomas internos (LPPC262). A analise enzimatica indicou que a

presenca de Bacillus estimulou uma maior atividade de [B-1,3-glucanase e quitinase. Os



tratamentos bioldgicos apresentaram uma indugdo mais precoce e constante da atividade
enzimatica, em comparagdo com as plantas apenas com o in6culo fingico e as tratadas com
fungicida, que mostraram flutuacdes na resposta de defesa. Os resultados desse estudo reforgam
o uso de Bacillus como estratégia eficaz e sustentdvel para o manejo do mal do Panama,

promovendo maior resisténcia das plantas ao patdgeno.

Palavras-chave: Musa spp., mal do Panamd, antagonismo, atividade enzimética.



ABSTRACT

Banana cultivation has great economic and social importance to Brazil, with a production of
6.8 million tons in 2023. However, the crop is affected by Fusarium wilt, caused by the species
Fusarium oxysporum f. sp. cubense (FOC), and one of the alternatives to reduce the impacts is
the use of biological control agents, such as Bacillus. The objective of this study was to
investigate the antifungal activity of bacteria from the Bacillus genus in controlling the disease,
as well as to evaluate the lytic enzymatic activity in inoculated banana plants. For this purpose,
micropropagated banana seedlings of the 'Prata Catarina' cultivar, four strains of Bacillus
(LPPC242, LPPC259, LPPC262, and LPPC283), and one FOC isolate (RFB65) were used,
divided into five treatments: T1: bacterial inoculation, T2: fungal inoculation, T3: bacterial and
fungal inoculation, T4: fungal inoculation and thiabendazole fungicide, and T5: control
(without inoculation). Bacterial inoculation (concentration of 107 CFU mL™") was applied at the
base of the seedlings seven days before fungal inoculation and repeated every 15 days. The
fungal inoculation was performed by cutting and immersing the roots in a spore suspension
(concentration of 10° spores mL ") for 30 minutes, while control plants were immersed in sterile
distilled water. The seedlings were kept in a greenhouse for 60 days, and in the final collection,
symptoms such as wilting, leaf yellowing, and pseudostem cracks (external) and reddish spots
or rhizome necrosis (internal) were evaluated using a descriptive scoring scale and calculation
of the disease severity index (DSI). Additionally, seedlings from treatments T1B2, T2, T3B2,
T4, and TS were inactivated with liquid nitrogen, and a protein extract was obtained for each,
for 10 different harvesting times. Total protein assays and enzymatic assays for chitinase and
B-1,3-glucanase were conducted. Treatments T1 and TS showed no symptoms of Fusarium wilt,
while treatment T2 had a 53.3 % DSI for external symptoms and 33.2 % for internal symptoms,
and seedlings treated with fungicide and fungus (treatment T4) had a DSI of 30 % for external
symptoms and 28.5 % for internal symptoms. Finally, seedlings subjected to resistance
induction with Bacillus strains had the following DSI values: 0 % for external symptoms and
14.2 % for internal symptoms (LPPC259), 6.6 % for external symptoms and 14.2 % for internal
symptoms (LPPC283), 13.3 % for external symptoms and 18.9 % for internal symptoms
(LPPC242), and 26.6 % for external symptoms and 28.5 % for internal symptoms (LPPC262).
Enzymatic analysis indicated that the presence of Bacillus stimulated greater activity of B-1,3-
glucanase and chitinase. The biological treatments showed an earlier and more consistent

induction of enzymatic activity compared to plants with only fungal inoculum and those treated



with fungicide, which showed fluctuations in the defense response. The results of this study
reinforce the use of Bacillus as an effective and sustainable strategy for managing Panama

disease, promoting greater resistance of plants to the pathogen.

Keywords: Musa spp., Fusarium wilt, antagonism, enzymatic activity.
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1 INTRODUCAO

A banana (Musa spp.), € a fruta fresca mais consumida do mundo, sendo origindria do
continente asidtico (Embrapa Mandioca e Fruticultura, 2021). A cultura tem uma grande
diversidade de cultivares, com mais de 700 cultivares conhecidas, o que reflete a adaptabilidade
das bananeiras a diferentes condi¢des de cultivo (Mata et al., 2024). A bananicultura tem papel
relevante na seguranca alimentar brasileira, uma vez que € uma fonte acessivel de nutrientes,
como carboidratos, potdssio, vitaminas e fibras (Rosso, 2013). Assim, é ébvio a relevancia da
cadeia produtiva da banana para a economia brasileira, sendo uma das frutiferas mais
produzidas do agronegdcio brasileiro (Vidal, 2021). Em 2023, a bananicultura no Brasil
alcancou a producdo de 6,8 milhdes de toneladas, sendo o sexto maior produtor mundial,
gerando RS13,8 bilhdes por ano e 500 mil empregos diretos, segundo dados do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica. O Ceard € responsavel por 420 mil toneladas dessa
producdo, sendo o oitavo maior estado produtor de banana, sendo o Limoeiro do Norte, o
municipio cearense de maior producio (IBGE, 2023).

Entretanto, os fatores bidticos e abidticos sdo os principais responsdveis por grandes
perdas no rendimento na bananicultura. Dentre eles, os fungos sdo os maiores causadores de
doencas em bananeiras, afetando parte aérea, sistema radicular e ocasionando danos na pds-
colheita (Ferreira, et al., 2016).

Entre as doencas fungicas que afetam a bananicultura tem-se a murcha do Fusarium ou
mal do Panama. A enfermidade € considerada a mais destrutiva da cultura e endémica nas dreas
produtoras de banana (Dita et al., 2018). E ocasionada por uma forma specialis do complexo
fungico Fusarium oxysporum, que afeta especialmente plantas do género Musa, o Fusarium
oxysporum f. sp. cubense (E.F. Smith) W.C. Snyder & H.N. Hansen (referido como Foc)
(Ploetz, 2015).

O Foc é um patégeno de solo com alta capacidade de sobrevivéncia e de grande
dificuldade de controle, uma vez que o fungo consegue sobreviver no solo, por mais de 20 anos,
mesmo sem hospedeiro ou utilizando um hospedeiro alternativo (Ploetz, 2015), devido a uma
estrutura de resisténcia, chamada clamidésporo (Dita et al., 2018). Além disso, o fungo
consegue dispersar-se pelo uso de rizomas de bananeira, por solo contaminado e pela dgua de
irrigacao (Bubici et al., 2019).

O fungo infecta a bananeira penetrando as raizes e colonizando os tecidos de xilema,
colonizando o rizoma e, posteriormente, infectando o pseudocaule (Ploetz, 2006). Dessa forma,

os sintomas causados pela infe¢cdo podem ser tanto internos quanto externos, sendo eles: raizes
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e rizomas infeccionados e com manchas vermelhas, rachadura do pseudocaule, quebra de
folhas, murcha e amarelecimento foliar (Ploetz, 2015). Ademais, uma vez que o Foc se
estabelece no solo, é praticamente impossivel erradica-lo por completo (Dita et al, 2018),
portanto, faz-se urgente o uso de préticas de manejo do patdgeno.

A forma de controle mais utilizada € o uso de cultivares resistentes a doenca, porém,
devido ao surgimento de vdrias racas distintas de Foc, dificulta-se o uso da técnica (Ploetz,
2006). O uso de fungicidas, como o thiabendazole é também recomendado (AGROFIT, 2025),
entretanto, estes produtos podem causar danos ambientais € na saide humana e animal, e o
patégeno pode adquirir resisténcia ao defensivo agricola, devido ao uso excessivo deste
(Boulahouat et al, 2023). Dessa maneira, o controle biolégico de doengas vem sendo
considerado uma forma alternativa vidvel para tratamento, uma vez que € uma técnica
sustentdvel e ecologicamente correta.

Um dos agentes de controle bioldgico mais estudados sdo as bactérias do género Bacillus,
microrganismos associados a rizosfera das plantas (Xue et al., 2015). Estas bactérias adaptam-
se facilmente a ambientes hostis, por produzirem enddsporos e, apresentam a capacidade de
producdo de diferentes compostos antimicrobianos (Boulahouat er al., 2023). Os Bacillus
apresentam diferentes mecanismos de acdo, tais como: antibiose, parasitismo e competi¢ao por
nutrientes e espaco na rizosfera. Estes mecanismos sdo diretos de acdo. Enquanto os indiretos
envolvem a indugdo de resisténcia sist€émica e local e promog¢do de crescimento, por meio de
fixagdo de nitrogénio e solubiliza¢do de fosfato (Bubici et al., 2019).

Dentre os mecanismos diretos de acdo, a antibiose € um processo em que o agente de
controle libera biomoléculas antimicrobianas para proteger contra patégenos. Entre essas
moléculas antagonistas, tem-se as enzimas liticas (Boulahouat et al., 2023), que tem papel
importante no controle biolégico de fitopatégenos, principalmente com a producio da quitinase
e da B-1,3-glucanase. Os patégenos apresentam em sua parede celular, principalmente a quitina
e a B-1,3-glucana. A quitina é um homopolimero insolivel formado de subunidades de N-
Acetil-glucosamina, e age como suporte da parede celular. J4 a B-1,3-glucana € considerada o
componente principal da parede, se ligando covalentemente aos outros componentes, dando
forca e estabilidade para as células fungicas (Carmona-Hernandez et al, 2019). Dessa forma, os
agentes de controle secretam as enzimas liticas, como a quitinase e -1,3-glucanase, suprimindo
o desenvolvimento dos patégenos fungicos, atuando na degradacdo desses compostos
(Narayanasamy, 2013). A quitinase atua na quebra de ligacOes glicosidicas da quitina, enquanto
a [-1,3-glucanase realiza a hidrélise do polissacarideo B-1,3-glucana, em sacarideos

monoméricos ou oligoméricos de glicose (Boulahouat e al., 2023). Além da antibiose, as
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enzimas liticas estdo envolvidas no processo de inducao de resisténcia, que pode ser por meio
da induc@o de mecanismos naturais de resisténcia a doengas, no qual o indutor de resisténcia,
como as bactérias, induz um aumento sist€émico significativo nas atividades das enzimas de
defesa, como as enzimas liticas (Narayanasamy, 2013).

Considerando o impacto econdmico do mal do Panam4, a nivel de producdo nacional,
buscam-se formas de manejo mais sustentdveis e eficientes a longo prazo. Uma vez que as
alternativas existentes apresentam limitacdes, o controle bioldgico surge como alternativa
promissora, principalmente utilizando as bactérias do género Bacillus. Dessa forma, propde-se
comprovar a hipétese de que o inéculo de cepas de Bacillus sp., atuam no controle bioldgico
do mal do Panamd, em bananeiras in vivo, a partir do mecanismo de antibiose e aumento na

inducdo de atividade quitindsica e -1,3-glucandsica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Investigar a interacdo de cepas de Bacillus na infec¢do por Fusarium oxysporum f. sp.

cubense, para o manejo do mal do Panama.

2.2 Especificos

1. Quantificar a severidade do mal do Panamad em bananeiras, quando submetidas a
inoculagcdo com cepas de Bacillus;
2. Quantificar a atividade das enzimas 3 -1,3-glucanase e quitinase, quando submetidas a

inoculagcdo com cepas de Bacillus.
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3 METODOLOGIA

3.1. Obtencao do isolado de Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc) e das cepas de

Bacillus sp.

O isolado do patégeno fingico utilizado foi obtido a partir de amostras de rizoma e
pseudocaule de bananeiras infectadas com o mal do Panama. As amostras foram coletadas de
dreas produtoras de banana da regido Nordeste. A cultura pura do isolado foi obtida a partir do
cultivo monospdrico, de acordo com a metodologia de Leslie e Summerell (2008), recebendo,
posteriormente, o c6digo RFB65.

As cepas bacterianas foram obtidas a partir de amostras de rizosfera de bananeiras
assintomdticas (tabela 1). As quatro cepas de Bacillus sp. utilizadas durante o experimento

foram testadas previamente, em estudos preliminares in vitro, contra o Foc.

Tabela 1: Cepas de Bacillus sp. coletadas de rizosfera de bananeiras assintomdticas, em estados

produtores de banana, da regiao Nordeste.

Caédigo Local de coleta Cultivar
LPPC 242 Barbalha - CE -
LPPC 259 Umirim - CE -
LPPC 262 Russas — Agricola Banana Cavendish
LPPC 283 Assu — RN Banana Cavendish

Fonte: elaborado pela autora.

3.2 Cultivo das mudas micropropagadas de bananeira para o experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo da Embrapa Agroindustria Tropical
(CNPAT), localizada em Fortaleza-CE, de marco a setembro de 2023.

As mudas micropropagadas de bananeira cv. Prata Catarina retiradas das condigdes in
vitro foram cultivadas em tubetes plésticos (288 cm?) contendo substrato constituido de fibra
de coco esterilizada. Foram utilizadas 330 mudas de bananeira, sob condi¢des de casa de
vegetacdo (50% de sombreamento e irrigacdo por nebulizacdo), e adubadas no momento do

plantio com adubo de liberacado lenta Osmocote (14-14-14).
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Ap06s aproximadamente quatro meses de cultivo, as plantas foram transferidas para sacos
plésticos (4L) contendo solo arenoso fumigado. Neste periodo iniciou-se a adubacao das plantas
com solugdes de macro e micronutrientes (Cometti et al., 2006)

A solu¢do de macronutrientes foi preparada com 250 gramas de Monoamodnio fosfato
(MAP), 85 gramas de Ureia e 135 gramas de Cloreto de Potassio (KCI). Os reagentes foram
dissolvidos em 10 litros de dgua destilada, e foram aplicados 20 mililitros de solu¢@o por muda.
J4 a solucdo de micronutrientes foi preparada com 5,5 gramas de dcido bérico (H3BO3), 10
gramas de Sulfato de Cobre (CuSO4.H20), 133,5 gramas de TensoFe, 18,5 gramas de Sulfato
de Manganés (MnSQO4.H>0) e 0,75 gramas de Molibdato de Sédio (ZnS0O4.7H20). Os reagentes
foram diluidos em 1 litro de dgua destilada, e a partir dessa solucdo estoque, foi coletado 166
mililitro e diluidos novamente em 5 litros de dgua destilada, e foram aplicados 10 mililitros de

solucdo por muda. Essa adubacdo foi repetida 6 vezes, a cada quinze dias.

3.3 Inoculacao bacteriana

A inoculagdo bacteriana foi realizada uma semana antes da montagem do experimento,
sendo repetida a cada quinze dias. Inicialmente, em laboratério, foi feito um pré-inéculo, no
qual se transferiu um pouco do microrganismo mantido em meio de cultura Kado & Heskett
(10 g/L de sacarose, 8 g/LL de caseina hidrolisada, 4 g/L. de extrato de levedura, 2 g/L de
K2HPOy4, 0,3g/L. de MgSO4. 7TH20 e 15 g/L de agar) para um erlenmeyer de 100mL, contendo
50mL de meio NYD, que foi incubado em shaker a 200 rpm a 30 °C, por 24 horas. Em seguida,
transferiu-se 10mL do pré-indculo para erlenmeyer contendo 90mL de meio NYD, que foi
novamente incubado em incubadora tipo shaker a 200 rpm a 30 °C, por 16 horas. Para a
obtenc¢do da biomassa pura, foi necessario centrifugar o indculo presente nos erlenmeyers duas
vezes, a primeira por 15 minutos a 4400 rpm, e, em seguida, descartou-se o sobrenadante,
adicionou-se 250 mL de 4gua destilada estéril (ADE) e homogeneizou, e a segunda
centrifugacao por 23 minutos a 4400 rpm. Depois, o sobrenadante foi descartado, e adicionou-
se 200 mL de ADE e homogeneizou, obtendo a biomassa pura. Em seguida, foram inoculados
6mL da biomassa pura em cada muda, com concentragdo de 10’ufc/mL, nos tratamentos que

receberam o in6culo bacteriano.
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3.4 Inoculacio fiingica

O indculo fingico foi preparado com placas do isolado RFB65, crescido em meio Batata
Dextrose Agar (BDA), por 7 dias. Em seguida, foi adicionado dgua destilada esterilizada
(ADE)+Tween (2,5%) na superficie da coldnia flngica, feito uma raspagem com escova de
cerdas macias e a suspensao foi filtrada em dupla camada de gaze. Depois, realizou-se o ajuste
da concentracio de esporos para 10° esporos por mL, com o auxilio de hemacitdmetro. Para
inocular o fungo nas mudas, as raizes foram cortadas com auxilio de tesoura desinfestada, com
alcool 70%, e imersas na suspensdo de esporos por 30 minutos. Depois, as mudas foram re-
transplantadas para sacos com solo arenoso fumigado e mantidas em camara imida por 72 horas
iniciais do experimento sob elevada umidade relativa (maior igual a 80%) e temperatura de 30
+2°C.

Para as andlises das atividades enzimadticas, as mudas foram coletadas em 10 tempos
diferentes, sendo eles 0, 12, 24, 48, 72 e 96 horas e 15, 30, 45 e 60 dias, apés o inicio do
experimento (conforme descrito no item delineamento experimental). Foram coletadas 3 mudas
de cada tratamento, mantidas inicialmente em nitrogénio liquido, para serem inativadas, e, em

seguida, armazenadas em ultrafreezer (a -80°C).
3.5 Delineamento experimental

O delineamento experimental consistiu no plantio das 360 mudas micropropagadas de
bananeira cv. Prata Catarina, divididas igualmente em 11 tratamentos. Os tratamentos foram os
seguintes (T- tratamento; B- bactéria):

» TI1BI1: planta inoculada com a cepa bacteriana LPPC242;

» TI1B2: planta inoculada com a cepa bacteriana LPPC259;

» TI1B3: planta inoculada com a cepa bacteriana LPPC262;

» TI1B4: planta inoculada com a cepa bacteriana LPPC283;

» T2: planta inoculada com o fungo RFB65;

» T3BI: planta inoculada com a cepa bacteriana LPPC242 e fungo RFB65;
» T3B2: planta inoculada com a cepa bacteriana LPPC259 e fungo RFB65;
» T3B3: planta inoculada com a cepa bacteriana LPPC262 e fungo RFB65;
» T3B4: planta inoculada com a cepa bacteriana LPPC283 e fungo RFB65;
» T4: planta inoculada com fungo RFB65 e fungicida tiabendazol (0,92 mL/L);
>

T5: planta controle, sem nenhuma inoculagao.
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3.6 Avaliacao dos sintomas

Ao final do periodo do experimento, apds 60 dias, foram quantificadas a severidade da

doenca em cada um dos tratamentos, utilizando uma escala de notas (tabelas 2 e 3). Com a

escala foram avaliados os sintomas internos (raizes e rizomas infeccionados e necréticas) e

externos (rachadura do pseudocaule, quebra de folhas, murcha e amarelecimento foliar) do mal

do Panama (Fortunato et al., 2012).

Tabela 2: Método de avaliacdo de sintomas externos.

Nota Avaliacido do sintoma externo

1 Plantas saudaveis;

2 Folhas com amarelecimento parcial, sem necrose;

3 Amarelecimento intenso das folhas e inicio de necrose;

4 Amarelecimento intenso das folhas, necrose intensa e deformacao foliar;
5 Plantas mortas.

Fonte: Fortunato ef al, 2012.

Tabela 3: Método de avaliacdo de sintomas internos.

Nota Avaliacao do sintoma interno

1 Rizoma sem manchas;

2 Regido central do rizoma sem manchas, mas escurecimento da regido entre o rizoma
e as raizes;

3 5 % de escurecimento na regido central do rizoma;

4 6 a 20% de escurecimento na regido central do rizoma;

5 21 a 49% de escurecimento na regido central do rizoma;

6 Mais que 50% de escurecimento na regido central do rizoma;

7 Plantas mortas

Fonte: Fortunato et al, 2012.
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A partir dessas notas, pode-se calcular o indice de severidade da doenca (ISD) em
porcentagem (McKinney, 1923), para cada sintoma (interno e externo), baseado na férmula

seguinte:

Y.(Nota * frequéncia da nota)
ISD(%) = — - — * 100
Nota maxima da escala * Numero de repeticdes por tratamento

Os dados de ISD (%) obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias foram

comparadas pelo teste de Scott-Knott (o = 0,05%), utilizando o programa estatistico Sisvar.

3.7 Extracao de proteinas a partir de material vegetal

A extracdo foi realizada a partir da maceragcdo de pedacos de raizes e rizoma de cada
muda coletada dos tratamentos, com nitrogénio liquido. Em seguida, foi feita a adicdo de
tampao acetato de sodio (50mM, pH 5,2) na concentragdo de 10:1, e agitacdo do macerado por
10 minutos. Logo apds, o liquido foi filtrado e armazenado em tubos Falcon para serem
centrifugados a 10000 g por 20 minutos, a 4 °C. Apds essa etapa, o extrato foi dialisado contra
o tampao acetato de sédio, por 24 horas, e depois, armazenado em ultrafreezer.

Com os resultados obtidos do experimento in vivo (descrito no item 4.1. dos resultados),
o restante das andlises enzimaticas foi realizada com foco na cepa bacteriana LPPC259, uma
vez que esta foi a cepa que apresentou os melhores resultados no experimento de casa de
vegetacdo. Assim, foram feitas analises enzimaticas para os tratamentos T1B2, T2, T3B2, T4 e

TS.

3.8 Quantificacao de proteinas totais

Ap6s o término da extracdo de todas as amostras bioldgicas, foi feito a dosagem de
proteinas totais obtidas pelo método descrito por Bradford (1976). A quantificagado foi realizada
em microplacas, com triplicatas de cada amostra bioldgica. Foi adicionado 10 uLL de amostra e
250 pL do reagente de Bradford em cada poco, sendo usado 10 uL de dgua Milli-Q e mesma
quantidade do reagente como branco. Em seguida, a microplaca foi lida em espectrofotometro
a 595 nanometros. Assim, com os resultados das absorbancias, foi possivel calcular a média,
desvio padrdo, coeficiente de varidncia, quantidade de miligramas de proteina por mL de

amostra, € por grama de amostra.
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3.9 Analise da atividade enzimatica da quitinase (QUI)

O ensaio enzimdtico da quitinase foi baseado no protocolo de Boller (1992), que tem
como base a capacidade da amostra, que contenha a enzima, de liberar N-acetil-D-glucosamina
(NAG), a partir da a¢do hidrolitica sobre a quitina coloidal.

Para iniciar o ensaio, foi obtida a curva padrao do NAG, que consiste na adi¢do, em tubos
eppendorf com tampa rosqueada, de
e 100 pL do reagente NAG (1mM), nas concentragdes de 100, 200, 300, 400, 500 e 600
uM;
e 400 pL de tampao Acetato de Sédio (S0mM, pH 5,2);
e 100 pL de Solugdo de Tetraborato de Potéssio (0,6M).

ApOs misturar os reagentes acima, os tubos foram incubados em banho-maria, a 100 °C
por 5 minutos, e resfriados em banho de gelo, também por 5 minutos. Em seguida, adicionou-
se 1000 uL do Reagente DMAB (10%), dissolvido em 4cido acético glacial contendo 12,5%
(v/v) de &cido cloridrico (11,5M), diluido 2x com 4cido acético glacial.

Em seguida, os tubos foram agitados em vortex, para homogeneizar, e incubados em
banho-maria a 37 °C por 20 minutos. Entio, a absorbincia das misturas reacionais foi lida a
585 nm, em cubeta de acrilico. Para cada ponto da curva, foram feitas 3 repeti¢des. Por fim, foi
construida a curva padrao [Abs585nm (ordenada) versus concentracdo (nmoles/1600 uL) de
NAG (abscissa)] e calculada a cotangente da reta para obtencdo do fator de conversao (Fc).
Para realizar o ensaio enzimadtico, foi adicionado, em tubos eppendorf, 250 uL. da amostra e 250
pL da solugdo de quitina coloidal (10 mg/mL). Esses tubos foram homogeneizados, em vortex,
e incubados em banho-maria, a 37 °C, por 60 minutos. Em seguida, foram incubados a 100 °C
por 5 minutos, e resfriados em banho de gelo, também por 5 minutos. Apds essa etapa, os tubos
foram centrifugados a 10.000 x g, por 10 minutos.

Em seguida, foram resgatados 300 puL do sobrenadante final para um novo tubo
eppendorf, e adicionou-se 10 uL de solucdo contendo B-Glucoronidase, diluida 10x. Esses
tubos retornaram novamente para o banho-maria a 37 °C, por 60 minutos, e foram levados,
depois, para incubacdo a 100 °C por 5 minutos, e resfriados em banho de gelo, por 5 minutos.

Posteriormente, adicionou-se 190 pL. do Tampao Acetato de Sodio (50mM, pH 5,2) e 100
puL da solucdo de Tetraborato de Potdssio (0,6M), levando novamente os tubos para incubacao
a 100 °C por 5 minutos, e resfriamento em banho de gelo, por 5 minutos. Por fim, foram
adicionados 1000 puL da solu¢do de DMAB (10%) nos tubos, que foram homogeneizados, em

vortex, e incubados a 37 °C, por 20 minutos. Assim, as misturas reacionais contidas nos tubos
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tiveram suas absorbancias lidas, em espectrofotometro, a 585 nm. Além das leituras, em
triplicata, das amostras bioldgicas, foi feito o controle do branco da amostra, na qual a aliquota
da quitina coloidal foi substituida por solu¢ao tampao Acetato de Sédio.

A atividade da QUI foi determinada, pelo cdlculo da AAbs das amostras, a partir da

férmula:

AAb5585nm = Absamostra - Absbranco amostra

Ap6s isso, foi feito o cdlculo do resultado corrigido para volume de 1 mL, do resultado
expresso por segundo, do resultado expresso em nmoles de NAG liberado/mL/min, a partir do
fator de conversdo, do resultado expresso em nmoles de NAG liberado/mL/min/mg de proteina
e em nmoles de NAG liberado/mL/min/g de massa fresca do tecido. Os resultados expressos
em nmoles de NAG liberado/mL/min/mgP para cada tratamento, em cada tempo de coleta,
foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste
de Tukey com p <0,05, utilizando uma comparag¢ao entre os tratamentos, por meio do programa

estatistico Sisvar.

3.10 Analise da atividade enzimatica da p -1,3-glucanase (GLU)

O ensaio enzimatico da B -1,3-glucanase foi baseado no protocolo de Boller (1992), que
tem como base a capacidade da amostra, que contenha a enzima, de liberar glucose, a partir da
degradacao de laminarina, polissacarideo utilizado como substrato.

Para iniciar o ensaio, foi obtida a curva padrdo da glucose, que consistiu na adi¢io, em
tubos de ensaio (20mL), de:

e 0,10, 20, 30, 40, 50, 60, 80 e 100 uL de solu¢do padrao de glucose (300 pug/mL);

e 1000, 990, 980, 970, 960, 950, 940, 920 e 900 uL de tampao Acetato de S6édio (50mM,
pH 5,2), a fim de que a mistura dos reagentes adicionados complete 1000 uL;

e 1000 uL do Reagente E, que € composto de 25mL do Reagente C (25 g de NaxCO3
(anidro), 25 g de KNaCsH4O¢-.4H>0, 20 g de NaHCO3, 200 g de Na>SOs4 (anidro) e
1000mL de H,O deionizada) e por 1 mL do Reagente D (15 g de CuSO4 5H>0, 1 a 2
gotas de H2SO4 e 100 mL de H2O deionizada).

Apoés misturar os reagentes acima, os tubos foram incubados em banho-maria, a 100 °C

por 30 minutos, e resfriados em dgua, por 5 minutos. Em seguida, adicionou-se:
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e 1000 uL do Reagente H, que € composto pelo Reagente F (21 mL de H>SOs4, 25 g de
(NH4)6M07024-:5H20 e 450 mL de H>O deionizada) e pelo Reagente G (3 g de
NaxHAsO4-7H20 e 25 mL de H>O deionizada).

Em seguida, os tubos foram agitados em voértex, até remover completamente os gases
formados, e deixados em repouso por 5 minutos. Entdo, a absorbancia das misturas reacionais
foi lida a 520 nm, em cubeta de acrilico. Para cada ponto da curva, foram feitas 3 repeticdes.
Por fim, foi construida a curva padrao [Abs520nm (ordenada) versus concentragdo (pg/mL) de
glucose (abscissa)] e calculada a cotangente da reta para obtencdo do fator de conversao (Fc).

Para realizar o ensaio enzimético, foi adicionado, em tubos de ensaio (20 mL), 100 uL da
amostra e 900 puL da solu¢do de Laminarina (2mg/mL). Essa mistura foi incubada em banho-
maria, a 50 °C, por 30 minutos. Em seguida, foi adicionado 1000 puL do reagente E, e novamente
incubado em banho-maria, mas a 100 °C, por 30 minutos, e posteriormente resfriado em dgua
por 5 minutos. Apds, foi adicionado 1000 pL do reagente H, e os tubos foram agitados em
vortex, para remover os gases formados, e deixados em repouso por 5 minutos.

Além das leituras, em triplicata, das amostras bioldgicas, foram feitos os seguintes
controles:

(a) Branco dos reagentes: Aliquota da amostra e da laminarina substituida por Tampao
Acetato de Sédio (50mM, pH 5,2);

(b) Branco da laminarina: Aliquota da amostra foi substituida por Tampao Acetato de
Sadio;

(c) Branco da amostra: Aliquota da laminarina foi substituida por Tampao Acetato de

Sédio.

Em seguida, os tubos tiveram a absorbancia lida em espectrofotdometro, a 520 nm.
A atividade da GLU foi determinada, pelo cdlculo da AAbs das amostras, a partir da

formula:
AAbSSZOnm = [(Absamostra - Absbranco amostra)

- (Absbranco laminarina — Absbranco reagente)]

Ap0s isso, foi feito o célculo do resultado corrigido para volume de 1 mL, do resultado
expresso por segundo, do resultado expresso em pg de glucose liberada/mL/min, a partir do

fator de conversao, do resultado expresso em nanomol de glucose liberada/mL/min, que
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equivale ao resultado expresso por nkat, do resultado expresso em nkat/mg de proteina e em
nkat/g de massa fresca do tecido. Os resultados expressos em nkat/mgP para cada tratamento,
em cada tempo de coleta, foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey com p < 0,05, utilizando uma comparagao entre os tratamentos,

por meio do programa estatistico Sisvar.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacao da severidade da doenca

Apo6s 60 dias de experimento, foram avaliados os sintomas externos e internos, sendo

possivel a quantificacdo da severidade da doenca, para cada tratamento (figuras 1 e 2).

Figura 1 - Quantificacdo do indice de severidade da doenga (ISD), por tratamento, a partir da

avaliacdo de sintomas externos, apds 60 dias de inoculacao.
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Fonte: elaborado pela autora

T2: planta inoculada com o fungo RFB65; T3B1: planta inoculada com a cepa bacteriana LPPC242 e fungo
RFB65; T3B2: planta inoculada com a cepa bacteriana LPPC259 e fungo RFB65; T3B3: planta inoculada com a
cepa bacteriana LPPC262 e fungo RFB65; T3B4: planta inoculada com a cepa bacteriana LPPC283 e fungo
RFB65; T4: planta inoculada com fungo RFB65 e fungicida tiabendazole; T5: planta controle, sem nenhuma
inoculacao.

Os resultados foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e as médias foram comparadas utilizando teste

de Scott-Knott com p <0,05. O erro padrao estd indicado em cada barra.
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Figura 2 - Quantificacdo do indice de severidade da doenga (ISD), por tratamento, a partir da

avaliacdo de sintomas internos, apds 60 dias de inoculacao.
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Fonte: elaborado pela autora

T2: planta inoculada com o fungo RFB65; T3B1: planta inoculada com a cepa bacteriana LPPC242 e fungo
RFB65; T3B2: planta inoculada com a cepa bacteriana LPPC259 e fungo RFB65; T3B3: planta inoculada com a
cepa bacteriana LPPC262 e fungo RFB65; T3B4: planta inoculada com a cepa bacteriana LPPC283 e fungo
RFB65; T4: planta inoculada com fungo RFB65 e fungicida tiabendazole; T5: planta controle, sem nenhuma
inoculagdo.

Os resultados foram submetidos a anélise de varidncia (ANOVA) e as médias foram comparadas utilizando teste

de Scott-Knott com p <0,05. O erro padrao estd indicado em cada barra.

As plantas inoculadas apenas com as cepas bacterianas de Bacillus utilizadas no presente
estudo, assim como o tratamento controle (inoculado com dgua destilada estéril), ndo causaram
sintomas visiveis do mal do Panamd nas mudas micropropagadas de bananeira cv. Prata
Catarina (tabela 4; figuras 3 e 4 — a, b, ¢, d e k). Entretanto, o tratamento com as mudas
inoculadas com o fungo RFB65 foi patogénico e, apresentou alta severidade de doenca, quando
comparado com as mudas nao inoculadas (tabela 4; figuras 3 e 4 - e).

Ademais, sobre as formas de controle utilizadas, pode-se afirmar que as mais eficientes
foram as cepas LPPC259 (tabela 4; figuras 3 e 4 — g) e LPPC283 (tabela 4; figuras 3 e 4 —1).
Em seguida, tem-se os seguintes tratamentos restantes, em ordem crescente de ISD: LPPC242
(tabela 4; figuras 3 e 4 —f); LPPC262 (tabela 4; figuras 3 e 4 — h); e, por fim, o fungicida (tabela
4; figuras 3 e 4 - j).
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Tabela 4 - Indice de severidade da doenca, a partir da avaliagdo dos sintomas internos e externos

das plantas apés 60 dias da inoculagdo flngica.

Tratamentos TiB1 | T1B2 | T1B3 | T1B4 T2 T3B1 | T3B2 | T3B3 | T3B4 T4 TS5
fndice de | Sintomas| 0 0 0 |533]|133] 0 | 2661 66 | 30 | 0
Severidade | CXternos
da Doenga | q;

_ISD (%) Slil‘;:r’r‘:;a: 0 0 0 0 [332]189 | 142 | 285 | 142|285 0

Fonte: elaborado pela autora

T1B1: planta inoculada com a cepa bacteriana LPPC242; T1B2: planta inoculada com a cepa bacteriana LPPC259;

T1B3: planta inoculada com a cepa bacteriana LPPC262; T1B4: planta inoculada com a cepa bacteriana LPPC283;

T2: planta inoculada com o fungo RFB65; T3B1: planta inoculada com a cepa bacteriana LPPC242 e fungo
RFB65; T3B2: planta inoculada com a cepa bacteriana LPPC259 e fungo RFB65; T3B3: planta inoculada com a

cepa bacteriana LPPC262 e fungo RFB65; T3B4: planta inoculada com a cepa bacteriana LPPC283 e fungo

RFB65; T4: planta inoculada com fungo RFB65 e fungicida tiabendazole; TS: planta controle, sem nenhuma

inoculacao.
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Figura 3 — Registro dos sintomas externos das plantas coletadas, para cada tratamento, ap6s 60

dias da inoculacdo fungica.
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Fonte: elaborado pela autora

a) TIB1: planta inoculada com a cepa bacteriana LPPC242; b) T1B2: planta inoculada com a cepa bacteriana
LPPC259; ¢) T1B3: planta inoculada com a cepa bacteriana LPPC262; d) T1B4: planta inoculada com a cepa
bacteriana LPPC283; e) T2: planta inoculada com o fungo RFB65; f) T3B1: planta inoculada com a cepa bacteriana
LPPC242 e fungo RFB65; g) T3B2: planta inoculada com a cepa bacteriana LPPC259 e fungo RFB65; h) T3B3:
planta inoculada com a cepa bacteriana LPPC262 e fungo RFB65; i) T3B4: planta inoculada com a cepa bacteriana
LPPC283 e fungo RFB65; j) T4: planta inoculada com fungo RFB65 e fungicida tiabendazole; k) T5: planta

controle, sem nenhuma inoculagéo.
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Figura 4 — Registro dos sintomas internos das plantas coletadas, para cada tratamento, apds 60

dias da inoculacdo fingica.
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Fonte: elaborado pela autora

a) TIB1: planta inoculada com a cepa bacteriana LPPC242; b) T1B2: planta inoculada com a cepa bacteriana
LPPC259; ¢) T1B3: planta inoculada com a cepa bacteriana LPPC262; d) T1B4: planta inoculada com a cepa
bacteriana LPPC283; e) T2: planta inoculada com o fungo RFB65; f) T3B1: planta inoculada com a cepa bacteriana
LPPC242 e fungo RFB65; g) T3B2: planta inoculada com a cepa bacteriana LPPC259 e fungo RFB65; h) T3B3:
planta inoculada com a cepa bacteriana LPPC262 e fungo RFB65; i) T3B4: planta inoculada com a cepa bacteriana
LPPC283 e fungo RFB65; j) T4: planta inoculada com fungo RFB65 e fungicida tiabendazole; k) T5: planta

controle, sem nenhuma inoculagéo.

4.2 Analise enzimatica da quitinase (QUI)

Para o tratamento T1B2 (figura 5), tem-se uma média atividade quitindsica que se
mantém até as 24 horas do inicio do experimento (0,0074 nmoles de NAG
liberado/mL/min/mgP), caindo gradualmente até as 48 horas (0,0038 nmoles de NAG
liberado/mL/min/mgP). Tem-se um pico de inducdo de atividade com 72 horas de experimento
(0,0131 nmoles de NAG liberado/mL/min/mgP), mas ja decai com 96 horas (0,0038 nmoles de
NAG liberado/mL/min/mgP). Em 15 dias, tem-se um segundo pico (0,0081 nmoles de NAG
liberado/mL/min/mgP), mas a atividade decai novamente com 30 dias, se mantendo até os 45
dias (0,0035 nmoles de NAG liberado/mL/min/mgP). Aos 60 dias de experimento, tem outro
decaimento no nivel da atividade (0,0015 nmoles de NAG liberado/mL/min/mgP).

Também na figura 5, para o tratamento T2, que consiste apenas no indculo fungico na
planta, tem-se um crescimento de atividade nos momentos iniciais, nas primeiras 12 horas
(0,0095 a 0,0152 nmoles de NAG liberado/mL/min/mgP), que decai ao fechar as 24 horas de
experimento (0,0065 nmoles de NAG liberado/mL/min/mgP). O nivel de indu¢do da enzima
aumenta novamente com 48 horas, mantendo esse nivel até os 15 dias apds a inoculagdo do
fungo (0,0096 nmoles de NAG liberado/mL/min/mgP). A atividade cai com 30 dias (0,0059
nmoles de NAG liberado/mL/min/mgP), voltando a aumentar aos 45 dias (0,0095 nmoles de
NAG liberado/mL/min/mgP), mas reduz levemente ao final do experimento (0,0085 nmoles de

NAG liberado/mL/min/mgP).

Ja para o tratamento T5 (figura 5), tem-se baixo nivel de atividade no momento inicial
do experimento (0,0022 nmoles de NAG liberado/mL/min/mgP), que sobe gradualmente até 24
horas (0,0091 nmoles de NAG liberado/mL/min/mgP). H4 um decaimento na indu¢do da
atividade com 48 horas (0,0038 nmoles de NAG liberado/mL/min/mgP), que aumenta com 72

horas (0,0073 nmoles de NAG liberado/mL/min/mgP), mas decai novamente nos momentos de
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96 horas e 15 dias de experimento (0,0026 nmoles de NAG liberado/mL/min/mgP). Por fim,
volta a aumentar gradualmente, em 30, 45 e 60 dias de experimento, atingindo o pico no final

das coletas (0,0115 nmoles de NAG liberado/mL/min/mgP).

Figura 5- Quantificac¢do da atividade de quitinase (nmoles de NAG liberado/mL/min/mgP) de

cada tempo de coleta, para os tratamentos T1B2, T2 e T5.
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Fonte: elaborado pela autora

T1B2: planta inoculada com a cepa bacteriana LPPC259; T2: planta inoculada com o fungo RFB65; T5: planta
controle, sem nenhuma inoculagdo.

Os resultados foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e as médias foram comparadas utilizando teste

de Tukey com p < 0,05. O erro padrao estd indicado em cada barra.

No tratamento T3 (figura 6), tem-se uma crescente de inducdo de atividade, atingindo
um pico com 48 horas ap6s o indculo fingico (0,0058 — 0,0076 — 0,0100 - 0,0138 nmoles de
NAG liberado/mL/min/mgP). Esse nivel de atividade cai gradualmente até os 30 dias de
experimento (0,0123 —0,0095 —0,0068 — 0,0057 nmoles de NAG liberado/mL/min/mgP), volta
a subir com 45 dias (0,0097 nmoles de NAG liberado/mL/min/mgP), porém decai novamente

ao final do experimento (0,0071 nmoles de NAG liberado/mL/min/mgP).

Para o tratamento T4 (figura 6), tem-se uma média para alta atividade no inicio do
experimento (0,0085 nmoles de NAG liberado/mL/min/mgP), que decai levemente com 12
horas (0,0067 nmoles de NAG liberado/mL/min/mgP). Em seguida, o nivel de atividade

aumenta de forma gradual até 72 horas, onde atinge o pico (0,0115 nmoles de NAG
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liberado/mL/min/mgP). A atividade volta a cair com 96 horas (0,0071 nmoles de NAG
liberado/mL/min/mgP), mas retorna ao nivel anterior aos 15 dias de experimento (0,0109
nmoles de NAG liberado/mL/min/mgP). O nivel cai em 30 e 45 dias (0,0067 e 0,0025 nmoles
de NAG liberado/mL/min/mgP, respectivamente), mas aumenta no final do experimento

(0,0040 nmoles de NAG liberado/mL/min/mgP).

Figura 6 - Quantificacio da atividade de quitinase (nmoles de NAG liberado/mL/min/mgP) de

cada tempo de coleta, para os tratamentos T2, T3B2 e T4.

A~ 0.0200
E‘J
= a
-2 0,0160 A
= AlA i
= 0,0120 AB sk AB A
9 S AB AB
g = A
238 A :
2 0.0080 AA
FV — 4
LS = c
b
70,0040 B
L
80,0000 e _ | | _
2 Oh 12h 48h 72h 96h 15d 30d 45d 60d
=

Tempos de coleta

OT2 ET3BZ WT4

Fonte: elaborado pela autora

T2: planta inoculada com o fungo RFB65; T3B2: planta inoculada com a cepa bacteriana LPPC259 e fungo
RFB65; T4: planta inoculada com fungo RFB65 e fungicida tiabendazole.

Os resultados foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e as médias foram comparadas utilizando teste

de Tukey com p < 0,05. O erro padrao estd indicado em cada barra.

4.3 Analise enzimatica da B-1,3-glucanase (GLU)

Para o tratamento T1B2 (figura 7), ndo ha evidéncia de atividade entre O e 24 horas de
experimento, s6 mostrando uma baixa indugdo de atividade com 48 horas (0,0042 nkat/mgP).
Com 72 horas, a atividade atinge o pico (0,0145 nkat/mgP), decaindo levemente com 96 horas
(0,0124 nkat/mgP). No periodo entre 15 e 60 dias de experimento, tem-se um baixo nivel de

atividade (0,0032 nkat/mgP).
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Para o tratamento T2 (figura 7), tem-se uma crescente de atividade entre 0 e 12 horas
(0,0042 — 0,0076 nkat/mgP), porém a atividade zera no periodo de 24 horas. Entre 48 e 96
horas, a atividade retorna e atinge seu pico (0,0158 nkat/mgP), mas ja decai com 15 dias (0,0027

nkat/mgP). Entre 30 e 60 dias do experimento, tem-se um aumento gradual do nivel de atividade

(0,0035 - 0,0052 — 0,0060 nkat/mgP).

Para o tratamento T5 (figura 7), tem-se uma baixissima atividade com momento inicial
do experimento (0,0015 nkat/mgP), que é zerada com 12 horas, se mantendo sem atividade no
momento de 24 horas. Com 48 e 72 horas de experimento, a atividade volta a ser induzida
(0,0038 nkat/mgP), até atingir seu pico no momento de 72 horas (0,0087 nkat/mgP), porém
decai novamente nas coletas de 96 horas e 15 dias (0,0057 e 0,0029 nkat/mgP,
respectivamente), até zerar na coleta de 30 dias. Nos periodos de 45 e 60 dias apds o inicio do

experimento, a atividade volta a aumentar (0,0027 e 0,0063 nkat/mgP, respectivamente).

Figura 7 - Quantificacdo da atividade de B-1,3-glucanase (nkat/mgP) de cada tempo de coleta,
para os tratamentos T1B2, T2 e TS.
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Fonte: elaborado pela autora

T1B2: planta inoculada com a cepa bacteriana LPPC259; T2: planta inoculada com o fungo RFB65; T5: planta
controle, sem nenhuma inoculagdo.

Os resultados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas utilizando teste

de Tukey com p < 0,05. O erro padrdo estd indicado em cada barra.
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Para o tratamento T3B2 (figura 8), tem-se baixos e constantes niveis de atividade durante
as primeiras 48 horas de experimento (0,0048 nkat/mgP). Porém, em 72 horas, tem-se um pico
de indugdo de atividade (0,0168 nkat/mgP), que cai levemente com 96 horas (0,0120 nkat/mgP).
Com 15 dias da inoculagdo fiingica, o nivel de atividade se torna bem baixo (0,0016 nkat/mgP),
mas torna a subir com 30 dias (0,0063 nkat/mgP). Com 45 dias, tem-se uma leve queda (0,0038

nkat/mgP), mas recupera o aumento no final do experimento (0,0053 nkat/mgP).

Para o tratamento T4 (figura 8), tem-se uma baixa atividade com momento inicial do
experimento (0,0042 nkat/mgP), que € zerada com 12 horas. A atividade retoma a subir com 24
horas (0,0060 nkat/mgP), mas ja decai com 48 horas (0,0024 nkat/mgP). Com 72 horas do
in6culo fungico, o nivel de indugdo de atividade aumenta (0,0092 nkat/mgP), mas decai
bastante no periodo de 96 horas (0,0013 nkat/mgP), zerando com 15 dias. Com 30 dias de
experimento, a atividade atinge seu pico (0,0127 nkat/mgP), reduz bastante em 45 dias (0,0022
nkat/mgP), mas volta a aumentar com 60 dias (0,0059 nkat/mgP).

Figura 8 - Quantificacdo da atividade de 3-1,3-glucanase (nkat/mgP) de cada tempo de coleta,
para os tratamentos T2, T3B2 e T4.
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Fonte: elaborado pela autora

T2: planta inoculada com o fungo RFB65; T3B2: planta inoculada com a cepa bacteriana LPPC259 e fungo
RFB65; T4: planta inoculada com fungo RFB65 e fungicida tiabendazole.

Os resultados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas utilizando teste

de Tukey com p < 0,05. O erro padrdo estd indicado em cada barra.
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5 DISCUSSAO

As bactérias do género Bacillus sdo amplamente estudadas na literatura, devido as suas
propriedades benéficas em plantas, incluindo a melhoria na nutricdo vegetal, a promocao de
crescimento e a atuagdo antimicrobiana contra fitopatégenos (Fan et al., 2017; Saxena et al.,
2020). Sobre esse grupo de microrganismos, ja se tem relatos de inibi¢do do crescimento de
fitopatégenos, por meio de diversos mecanismos, como producdo de enzimas liticas e indugdo
de resisténcia (Aloo et al., 2019), como foi observado no presente trabalho. Nesse estudo, o
potencial antifingico de isolados de Bacillus, oriundos da rizosfera de bananeiras, foi avaliado,
em experimento em condi¢des in vivo. As mudas infectadas com o fungo Fusarium oxysporum
f. sp. cubense isolado RFB65 demonstraram sintomas, tanto internos, quanto externos. Sobre
sintomas internos, pode ser citado a clorose das folhas, causada pela producao de 4dcido fusérico,
uma fitotoxina, pelo F. oxysporum f. sp. cubense (Dong et al., 2014). J4 os sintomas externos
sdo causados pela infec¢ido do fungo no xilema e rizoma da planta, deixando-as com necroses
escuras (Ploetz, 2015). Em contrapartida, as mudas infectadas com o fungo, mas inoculadas
com as cepas bacterianas, principalmente a LPPC259 e LPPC283, demonstraram poucos
sintomas, comprovando a antibiose das bactérias do género Bacillus, propriedade ja relatada na
literatura, em bananas prata-ana (Da Silva Vieira et al., 2020) e em bananas nanicas (Yadav et
al., 2021), sendo significativamente mais eficientes do que a forma de controle ja utilizada

comumente, o fungicida.

A inibi¢do do crescimento do fungo causada pelas bactérias € explicada pela inducao da
atividade das enzimas hidroliticas, como as quitinases e as -1,3-glucanases, que degradam a
maioria das paredes celulares fungicas (Jain et al., 2017). O presente estudo obteve resultados
satisfatorios de indugdo de atividade quitindsica, especialmente no tratamento T3B2, que
demonstrou uma inducdo de atividade progressiva e constante, em comparacao ao restante dos
tratamentos. O tratamento T2 teve um pico de atividade brusco, que ndo se manteve elevado no
restante dos tempos de coleta analisado, demonstrando uma tentativa mal-sucedida das mudas
de conter o avango do fungo, que ja foi relatado em mudas infectadas com Fusarium oxysporum
em meldes (Sadeghpour et al., 2022). Ja o tratamento T4, com fungicida, também demonstra
um aumento gradual de atividade, mas alcanca o pico de inducdo 24 horas mais tarde que o
tratamento de controle bioldgico, além da atividade ser numericamente inferior. Quando
comparados ao tratamento controle (T5), todos os tratamentos com inocula¢do fungica tiveram

maior quantificagdo de atividade quitindsica, demonstrando uma ativacdo maior dessa enzima
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na presenca do fungo. Esse aumento de atividade quitindsica ja foi relatado no tratamento do
mal do Panam4, controlado biologicamente por cepas de Bacillus sp., em bananeiras (Yadav et

al.,2021).

Sobre a atividade glucandsica, pode-se inferir que ela também ¢ induzida com o inéculo
fungico, uma vez que, comparado com o tratamento controle (T5), os tratamentos infectados
com o fungo tiveram maior indug¢do de atividade da enzima [-1,3-glucanase, também
evidenciado no estudo em meldes infectados com Fusarium oxysporum (Sadeghpour et al.,
2022). Ademais, o tratamento T4, que consiste no fungicida como forma de controle, obteve
andlises flutuantes, o que demonstra a falha de manter a atividade induzida em todos os
momentos do experimento. Ji o tratamento de controle biolégico com a cepa de Bacillus
(T3B2), conseguiu manter uma atividade constante em todos os pontos analisados, tendo um
pico de atividade numericamente maior do que os tratamentos T2 e T4, além de atingir esse
ponto méximo 24 horas antes do que o tratamento apenas com o indculo ftingico. Essa maior
inducdo da atividade de B-1,3-glucanase também ¢ relatada no experimento sobre mal do

Panam4, em bananeiras (Yadav et al., 2021).

Entretanto, nas coletas de 15, 30, 45 e 60 dias ndo se tem uma grande inducdo de atividade
quitindsica e -1,3-glucandsica para o tratamento T3B2, e, tendo em vista que as inocula¢des
bacterianas foram feitas 7 dias antes das coletas mencionadas, pode-se inferir que o pico de
atividade contra o patégeno pode ocorrer nos primeiros 3 a 4 dias apds a inoculacao da biomassa

bacteriana. Por isso, no periodo de coleta, a atividade dessas enzimas ja estaria no declinio.

6 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou a eficiéncia das cepas de Bacillus sp. no controle biolégico
do mal do Panama, obtendo resultados que comprovam uma reduc¢do significativa na severidade
da doenca, sendo mais eficiente que a forma de controle ja utilizada comercialmente, o
fungicida tiabendazole, além de ser uma abordagem mais sustentavel.

Dentre as cepas avaliadas, LPPC259 e LPPC283 apresentaram os melhores resultados de
manejo da doenga, reduzindo os sintomas da infec¢do por Fusarium oxysporum f. sp. cubense.
Ademais, a indu¢ao da atividade enzimatica da -1,3-glucanase e quitinase nas plantas tratadas
com Bacillus sp. reforca o potencial desses microrganismos na ativagao desses mecanismos de

defesa vegetal.
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