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Resumo

O milho é um dos mais importantes cereais no cenario agricola mundial e brasileiro.
Entretanto, assim como para muitas outras culturas, para sua producdo em larga escala é
necessaria a adi¢do de elevadas doses de insumos quimicos, sejam eles fertilizantes ou
pesticidas. A grande area plantada em conjunto com as técnicas de manejo que
favorecem a permanéncia de microrganismos patogénicos no solo tem contribuido para
a reincidéncia de doencas nesta cultura. Dentre os fitopatdgenos mais importantes que
acometem a cultura do milho, pode-se citar os fungos Colletotrichum graminicola,
Fusarium verticilioides e Stenocarpella maydis e a bactéria Pantoea ananatis, sendo
que a busca por estratégias de combate a estes microrganismos tem sido bastante
incentivada e um dos métodos possiveis é o controle bioldgico, utilizando-se bactérias
que antagonizam esses fitopatdgenos. Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar o
potencial de bactérias endofiticas de milho e outras isoladas do trato gastrointestinal da
espécie de camardo Litopenaeus vannamei em antagonizar os fitopatdgenos
Colletotrichum graminicola, Fusarium verticilioides e Stenocarpella maydis e Pantoea
ananatis e a bactéria gram positiva Bacillus subtilis, bem como investigar a propriedade
surfactante/emulsificante das moléculas produzidas por estas bactérias antagonistas.
Dos 36 isolados bacterianos avaliados, 31 bactérias apresentaram algum nivel de
atividade antagonista contra o patégeno Colletotrichum graminicola, 32 antagonizaram
Stenocarpella maydis e 17 Fusarium verticilioides. O género Bacillus destacou-se
quanto ao potencial antagonista, tendo seus representantes com os melhores resultados
dentre as bactérias antagonistas e o fungo F. Verticilioides foi o patégeno mais
resistente. Além disso, as estirpes RT2C-11, BC 6, BC 9 e BC5 estdo nos grupos de
melhores antagonistas para todos os fitopatdgenos e apresentaram em seus extratos,
compostos com atividade emulsificante. Assim, estes resultados sugerem o uso dessas
bactérias em experimentos de inoculacdo de plantas, para validar seu potencial como

agentes de controle bioldgico contra fungos patogénicos avaliados neste estudo.

Palavras chave: Bactérias; Endofiticos; Milho; Antagonismo.



Abstract

Maize is one of the cereals most important in the world and Brazilian agricultural
scenario. However, like many other crops it is necessary to add high doses of chemical
inputs as fertilizers or pesticides. The large area planted together management
techniques that favor the permanence of pathogenic microorganisms in the soil, has
contributed to increase the incidence of diseases. Among the phytopathogens of maize
can be mentioned the fungi Colletotrichum graminicola, Fusarium verticilioides and
Stenocarpella maydis and the bacterium Pantoea ananatis. The search of strategies to
combat these microorganisms is highly encouraged and one of the possible methods is
biological control using bacteria that antagonize these phytopathogens. Thus, the
objective of this work was to evaluate the potential of endophytic bacteria isolated of
maize and others isolated from the gastrointestinal tract of shrimp species to antagonize
these phytopathogens, as well as to investigate the surfactant / emulsifying properties of
the molecules produced by these antagonistic bacteria. Of the 36 bacterial isolates
evaluated against fungal phytopathogens, P. ananatis and positive gram bacteria B.
Subtilis in the antagonism test by pairing was observated that 31 bacterias had
antagonistic activity against the pathogen C. graminicola, 32 antagonized S. maydis and
17 were positive in the antagonism against the F. verticilioides fungus. The genus
Bacillus stood out among the best results of the antagonistic bacteria and F.
Verticilioides was the most resistant pathogen. Some of the bacteria, like RT2C-11,
BC6, BC 9 and BC 5 are in the groups of best antagonists for all the phytopathogens
and presented in their extracts compounds with high emulsifying activity. So, this
results suggest the use of these bacteria in plant inoculation experiments for validation

of the potential of these bacteria as agents of biological control.

Key words: Bacteria; Endophytes; Maize; Antagonism.
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1 INTRODUCAO

1.1 A cultura do Milho (Zea mays) e doencas
O milho é uma cultura de grande importancia mundial, ndo apenas por seu papel econémico,

como também pelo fator social. A producdo total de milho na safra 2016/17 foi de 97,84 milhdes de
toneladas, a maior da historia e 47 % superior a temporada anterior (USDA, 2018). O Brasil é o
terceiro maior produtor deste cereal no ranking mundial, ficando atras de Estados Unidos e China
(CEPEA, 2018). Trata-se de um cereal versatil, com as mais diversas utilizacdes, fazendo parte tanto
da dieta humana quanto animal, podendo ser utilizado na forma de farinha de milho, fuba, quirera,
farelos, 6leo, farinha integral, racGes, etc. (DUARTE et al., 2011).

Diante da alta demanda de producéo desta cultura ocasionada pelas diversas utilizagOes, este
cereal possui elevada expressividade em area plantada. Isso traz consigo o estreitamento das relacdes
patdgeno-hospedeiro-ambiente que é intensificada pelo cultivo em areas irrigadas, com mais de uma
safra por ano e cultivos sucessivos, permitindo a perpetuacdo e o acimulo de in6culo de patdégenos no

ambiente, culminando assim na incidéncia e severidade de muitas doencas (EMBRAPA, 2015).

Dentre as diversas doengas que podem acometer o milho, pode-se citar a mancha-branca, a
antracnose, a podriddo branca da espiga e a podriddo rosada da espiga (PINTO et al., 2007). Diversos
pesquisadores tém considerado a bactéria Pantoea ananatis como o agente causal da mancha branca
no milho (PACCOLA-MEIRELLES et al., 2001). Os sintomas iniciam pelo aparecimento, nas folhas,
de manchas clordticas aquosas do tipo anasarca, as quais se tornam necréticas de coloracdo palha
(BOMFETI et al., 2007). Folhas com 10 a 20 % de severidade da doenca apresentam uma reducédo na
taxa fotossintética liquida em torno de 40 %, o que pode resultar em redu¢do na producao de grdos em
até 60 % ou mais quando o patdgeno encontra as condicdes favoraveis de sobrevivéncia
(FERNANDES & OLIVEIRA, 1997; GODOQY et al., 2001; COSTA et al., 2012).

A antracnose, por sua vez, é causada pelo fungo Colletotrichum graminicola e esta presente
em todas as regides onde se cultiva milho (FERNANDES & BALMER, 1990). Os danos causados a
planta ndo sdo restritos a area foliar, mas também envolvem a podriddo do colmo, resultando em
morte prematura e acamamento das plantas (FERREIRA & CASELA, 2001). O acometimento do
colmo deve-se ao fato de as lesdes nas folhas servirem como fonte de inoculo para infecgbes neste
tecido (BERGSTROM & NICHOLSON, 1999). Por sua vez, essa infeccdo compromete a
translocacdo de agua e de nutrientes do solo para os 6rgdos aéreos da planta afetando o rendimento
potencial e a qualidade dos grdos (CHRISTENSEN & WILCOXSON, 1966). Os estudos de Cota e
colaboradores (2009) demostraram a interferéncia negativa nos graos de milho acometidos por
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Colletotrichum graminicola, em que se constatou que plantas doentes apresentaram uma reducéo

média de peso na espiga de 28%, e no peso dos graos de 27 %.

No caso das podriddes de espiga, estas podem ser causadas por diversos fungos, incluindo
Stenocarpella maydis, S. macrospora e Fusarium verticillioides. Os dois primeiros podem provocar a
podriddo do colmo e mancha foliar (CASA & ZAMBOLIM, 2006). A associacao destas duas espécies
a mancha foliar pode ser baseada somente na sintomatologia, que se apresenta como lesdes alongadas,
grandes, com um pequeno circulo, denominado de ponto da infeccdo, que pode ser visualizado ao se
observar o tecido foliar contra a luz, sendo o sintoma mais marcante da infecgéo (SILVA et al., 2012).
No caso das podridGes, ndo é possivel determinar se a infeccdo € causada por S. maydis ou S.
macrospora apenas com base nos sintomas, sendo necessaria observacdo dos esporos caracteristicos
destas espécies (CASA & ZAMBOLIM, 2006). S. maydis apresenta picnidios subepidérmicos,
globosos ou alongados, com coloragdo marrom-escura a preta, paredes grossas, didmetro de 150 a 300
pMm e um ostiolo protuberante papilado. Os conidioforos sdo usualmente ausentes (SUTTON &
WATERSTON, 1966; SUTTON, 1980). S. macrospora apresenta picnidio e conidios semelhantes aos
descritos para S. maydis, porém seus esporos sdo 2 a 3 vezes maiores, medindo 44-82 x 7,5-11,5 ume
apresentando 1-2 septos (SUTTON & WATERSTON, 1966; SUTTON, 1980).

A colonizagdo das espigas por Fusarium verticillioides pode ser sintomatica ou assintomatica.
No primeiro caso, a presenca de graos ardidos é uma caracteristica que pode ser observada (LANZA
et al, 2013). Este fitopatdgeno tem grande destaque por acometer uma variedade de cereais em todo o
mundo e por ser uma espécie produtora de micotoxinas, substancias que podem causar danos sérios a
salde humana e animal (DESJARDINS & PROCTOR, 2007). A principal micotoxina produzida pelo
fungo Fusarium verticilioides é a fumonisina. (SANTIN, 2000; LEE et al., 2017).

Tais patologias que acometem o milho tem provocado queda de produtividade e da qualidade
das sementes, gerando perdas econémicas consideraveis, por isso seu controle faz-se necessario
(BRITO et al., 2008). O controle pode envolver varias medidas, tais como o uso de variedades
resistentes, rotacdo de culturas, eliminacdo de plantas daninhas e controle quimico (SANTOS et al.,
2013). Este ultimo, apesar de predominante devido a eficicia, apresenta como desvantagens a
possivel contaminacdo do ambiente, dos alimentos e dos animais, bem como pode provocar
intoxicacBes ao trabalhador rural e consumidor final (MONRAD, 2009). Além disso, a utilizagdo
intensa de produtos quimicos para o controle de doencas pode favorecer o surgimento de populacdes

de patogenos resistentes aos produtos utilizados (COMPANT et al., 2005).
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E interessante ressaltar que os produtos quimicos registrados no Ministério de Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para o controle das doencas aqui citadas possuem classificacdes
toxicoldgicas que variam entre 0 medianamente toxico a extremamente toxico, e sdo enquadrados
como muito perigosos ao meio ambiente na classificacdo de periculosidade ambiental (AGROFIT,
2017). Devido a isso, a utilizacéo de tais produtos deve ser preferencialmente evitada, ou no minimo
reduzida. Além disso, existe uma demanda da sociedade por métodos que diminuam os indices de
contaminagdo de alimentos por residuos de agrotdxicos e os impactos causados pela agricultura no
ambiente e, 0 que tem possibilitado o surgimento de métodos alternativos de controle, como a

substituicdo de produtos quimicos sintéticos por biolégicos (MONRADI et al., 2009).

1.2 Microrganismos associados as plantas

As interagfes que 0s microrganismos estabelecem com as plantas podem ser classificadas em
neutras, positivas ou negativas. A condi¢do de neutralidade é considerada como a auséncia de
qualquer interacdo, o0 que € raro em ambientes naturais. Nas interacGes positivas (comensalismo,
mutualismo e protocooperacédo), ha vantagens seletivas para um ou ambos os organismos envolvidos,
enquanto nas interacfes negativas (competicdo, amensalismo, parasitismo e predagédo), pelo menos
um dos membros é prejudicado (SANTOS & MONTEIRO, 2015).

No que diz respeito a colonizacdo, os microrganismos sdo encontrados em todos os tecidos
vegetais, tanto na parte area como nas partes subterraneas vegetais, sendo que grande parte esta
presente no ambiente rizosférico (GAIERO et.al., 2013; COMPANT et al., 2010).0 termo rizosfera é
utilizado para nomear a regido do solo ocupada pelas raizes das plantas, sendo composta pela
ectorizosfera (regido na qual as raizes estdo aderidas ao solo), pelo rizoplano (consiste na superficie
externa das raizes) e as superficies internas desta estrutura, denominada de endorizosfera (RAMOS &
ESPINOSA-URGEL, 2002). Na regido rizosférica ocorre a liberacdo de uma série de compostos que
ao serem exsudados pelos tecidos radiculares formam um nicho bastante atraente para 0s
microrganismos (DANTAS et al., 2009).0s exsudados sdo produzidos a partir do carbono fixado
pelas plantas, possuindo composicdo variavel de acordo com a espécie vegetal e com as
caracteristicas do solo, incluindo, em sua maioria, agucares, acidos organicos e aminoacidos, que
dependendo da sua constituicdo atraem ou repelem determinadas populacbes microbianas
(COMPANT et al., 2010; CHANDRA & SINGH, 2016). Assim, para a colonizagcdo do ambiente
rizosférico é necessaria a interacdo dos microrganismos com tais exsudados presentes no solo, o que

induz uma quimiotaxia microbiana em direcdo as raizes, constituindo o primeiro passo para a
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colonizacao rizosférica (BAIS et al., 2004). Contudo, além da quimiotaxia por exsudados radiculares,
a capacidade de utiliza-los, bem como de utilizar fontes de carbono complexas, a producdo de
fimbrias e secrecdo proteica sdo consideradas caracteristicas importantes para o processo de
colonizacdo das raizes (LUGTENBERG et al., 2001; SHARMA et al.,2003). Outro aspecto
importante é a capacidade de competir com a microbiota indigenas presentes do solo (Compant et.al.,
2010; AHMAD et al., 2011), uma vez que a elevada atividade microbiana exercida por esses seres
leva a um estresse biodtico devido a competicdo por nutrientes (WELLER, 1988). H& também o
estresse abiotico rizosférico, que € gerado devido a producdo de toxinas pelas plantas, que respondem
a estresses externos. Tais toxinas exercem pressdes seletivas na microbiota e, neste caso, sédo
favorecidos aqueles microrganismos que possuem estratégias para lidar com esses compostos, como a
retirada das toxinas de dentro da célula, producdo de enzimas oxidativas de compostos aromaticos, e
alteracdo da composicdo dos acidos graxos e fosfolipideos da membrana (BAIS et.al., 2006; Silva
et.al., 2016). A capacidade de expressar esses fatores determina a habilidade de um microrganismo de
colonizar a rizosfera, o que é denominado competéncia rizosférica (HEIKKI et al., 2003; Souza et.al.,
2015; WELLER, 1988).

Entretanto, o contato entre plantas e microrganismos ndo se restringe ao ambiente rizosférico.
Ha também os microrganismos endofiticos que, assim como os microrganismos rizosféricos, fazem
parte do microbioma vegetal e possuem importantes papé€is no desenvolvimento das plantas
(ROBINSON et al., 2016). S&o caracterizados como aqueles que colonizam o interior das plantas em
pelo menos uma fase do seu ciclo de vida, sendo encontrados em 6rgéos e tecidos vegetais sadios
como raizes, ramos, folhas, frutos e sementes, sem causar danos a planta hospedeira (AZEVEDO &
ARAUJO, 2007).

A diversidade endofitica de uma planta é dindmica, sendo influenciada por fatores abidticos e
bidticos, como condi¢des do solo, biogeografia, espécies de plantas, interacbes inter/intraespecificas e
relagdes microrganismo planta, tanto no nivel local, quanto em maiores escalas (GAIERO et al.,
2013). Assim, a presenca de um dado microrganismo em uma planta é o resultado da sua capacidade
adaptativa frente ao conjunto de caracteristicas favoraveis ou desfavoraveis associados a planta e
pelas demais populagdes microbianas também presentes na planta (DANTAS et al., 2009).Existem
mecanismos comuns entre grupos de bactérias que facilitam a colonizacdo de um nicho endofitico,
sendo que um dos mais comuns se refere ao fenbmeno de "quorum sensing”. O "quorum sensing"
consiste no modo de comunicacdo entre bactérias utilizando-se de sinais quimicos por pequenas
moléculas difundiveis. A partir da liberacdo de tais moléculas como forma de sinalizacdo, ocorre
entdo o reconhecimento e adesdo a uma superficie, a quebra de barreiras protetoras de plantas,
invasao de tecidos e finalmente a colonizacdo (OLIVEIRA et al., 2003; BOER et al., 2005).
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As relacdes que os microrganismos endofiticos podem estabelecer com as plantas séo varias.
Bactérias endofiticas podem beneficiar as culturas vegetais por meio da promoc¢do direta de
crescimento vegetal, que envolve o aumento da disponibilizagdo de nutrientes que ocorre pela fixacéo
bioldgica de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato mineral e o fornecimento de substancias como
reguladores do crescimento de plantas como &cido indol acético (AlA), giberelinas, citocininas,
etileno, aminoacidos (DOBEREINER, 1995; BALDANI, 2005; GONZALEZ-LOPEZ et al., 2005).
Além disso, algumas bactérias endofiticas possuem a capacidade de produzir compostos organicos
volateis, conforme pode ser visto no trabalho de Tahir e colabradores (2017) em que tais compostos
produzidos por Bacillus subtillis SYST2 promoveram o crescimento de mudas de tomateiro, além de
induzirem a expressdo de genes envolvidos na biosintese de auxina, giberelina, citocinina e etileno.
Endofiticos podem ainda promover o antagonismos a fitopatdgenos por meio da producdo de
antibidticos, bacteriocinas e biosurfactantes (BENEDUZI et al., 2012; MENDES et al., 2013).

1.3 Antagonismo e controle biolégico
Estudos tém demonstrado o potencial de uso de alguns microrganismos como agentes

antagonistas para o controle bioldgico de doencas em plantas (LANNA FILHO et al., 2010). Os
mecanismos de acdo utilizados por estes microrganismos para exercer o biocontrole dos fitopatdgenos
séo diversos, podendo envolver a competicdo por nutrientes e parasitismo direto, secrecdo de enzimas
hidroliticas, bem como de quitinases e glucanases, e a producdo de metabdlitos bioativos volateis e
sollveis (SANTOS & MONTEIRO, 2015). As atividades biologicas exercidas por esses
microrganismos, como a desestabilizacdo da permeabilidade da membrana celular ou a atividade
oxidativa, resultam na inibicdo do crescimento de patdgenos (SANTOS & MONTEIRO, 2015).
Alguns géneros de bactérias sdo descritos na literatura como promissores em biocontrolar o
desenvolvimento de fitopatdgenos, como € o caso de Pseudomonas, Streptomyces e Bacillus
(SCHREY et al., 2008; PRATIWI et al., 2016; GOS et al., 2017). Com relacdo aos membros do
género Bacillus, esses sdo gram-positivos, aerébios, formadores de enddsporos e sdo caracterizados
pela morfologia de bastonetes com extremidades retas ou arredondados de tamanhos variaveis
(PEREZ, 2014). Apresentam distribuicdo ubiqua, sendo encontrados em ambientes diversos como
solos, argilas, pedras, poeira, alimentos, plantas, ar e trato gastrintestinal de insetos e animais e em
ambientes aquaticos (NICHOLSON, 2002). Alguns trabalhos podem ser encontrados na literatura
relatando antagonismo de membros do género Bacillus a patdégenos de plantas tanto in vitro como in
vivo (AHMAD et al., 2017; SARTORI et al., 2017; TAHIR et al., 2017; LI et al., 2018), o que

demonstra o potencial destas bactérias para utilizacdo como agentes de controle bioldgico em plantas.
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Com relagdo ao trato gastrointestinal de animais aquaticos, bactérias probioticas que inibem
patdgenos pela liberacdo de substancias antimicrobianas e estimulo da resposta imune ndo especifica
do hospedeiro tém sido usadas na carcinocultura, pois traduz-se em uma alternativa mais eficaz que a
administracdo de antibidticos na saude dos camardes (VERSCHUERE et al., 2000; RAMIREZ et al.,
2013). Por exemplo, Rengpipat e colaboradores (2000) observaram que Bacillus S11 forneceu
protecdo contra doencas pela ativacdo da defesa celular imune e humoral, assim como estabeleceu
uma exclusdo competitiva no intestino do camardo. Em experimento conduzido por Dantas e
colaboradores (2008), o uso de um probiotico comercial a base de Bacillus subtilis e Bacillus
licheniformis na adgua ou na racdo influenciou positivamente a resisténcia de camardes da espécie
Litopenaeus vannamei ao patdgeno Vibrio harveyi.

Além disso, os membros deste género sdo considerados bons produtores de substancias
antimicrobianas, incluindo bacteriocinas e lipopeptideos. Bacillus subtilis € uma espécie que pode ser
citada como exemplo, uma vez que cerca de 4-5% de seu genoma é dedicado a sintese de antibidticos,
possuindo assim um potencial para produzir mais de duas dizias de compostos antimicrobianos
(STEIN, 2005). Essa espécie também €é capaz de exercer antagonismo por intermédio de mecanismos
de competicdo por espaco e nutrientes, bem como pela sintese de compostos volateis
(LEELASUPHAKUL et al., 2008). No estudo conduzido por Touré e colaboradores (2004), a bactéria
Bacillus subtilis GA1 foi capaz de inibir o crescimento de varios patdgenos de solo, de pds colheita e
de area foliar. Os mesmos autores também associaram o efeito da diminui¢do da incidéncia de mofo
cinzento em macd, causada por Botrytis cinerea, a capacidade de Bacillus subtilis GA1 de produzir
lipopeptideos, como a iturina, surfactina e fengicina.

Lipopeptideos sdo moléculas de baixa massa molecular formados por peptideos ciclicos ou
lineares (ARNUSCH et al., 2012) e sua agdo antimicrobiana pode estar associada a formacéo de poros
condutores de ions e aumento da permeabilidade da membrana citoplasmatica, sendo usados como
agentes antimicrobianos, hemoliticos, antivirais, antitumorais e inseticidas (SCOTT et al., 2007).

A surfactina é um dos lipopeptideos mais conhecidos e exibe atividade de superficie elevada
(COOPER et al., 1981), sendo capaz de reduzir a tenso superficial da 4gua de 72 mN m™ para 27,9
mN m™ (ARIMA et al., 1968). Visando determinar o papel da surfactina no biocontrole de
Pseudomonas syringae em Arabdopsis por B. Subtilis, BAIS e colaboradores (2004) testaram uma
estirpe mutante, M1 com uma delecdo do gene surfactina sintase e, portanto, deficiente na producéo
de surfactina. O B. subtilis M1 foi ineficaz como agente de biocontrole e também ineficiente na
formacéo de biofilme na superficie das raizes. A partir destas observacfes 0s autores inferiram que a

atividade antag0nica esta diretamente envolvida com a sintese de surfactina.
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Além da surfactina, a Iturina A é um lipopeptideo com atividade antifungica com um espectro
amplo de ag8o, o que a torna um agente de controle bioldgico potencialmente ideal com o objetivo de
reduzir o uso de antifingicos quimicos na agricultura (SANDRIN et al., 1990; STEIN, 2005;
ARREBOLA et al., 2010). A atividade antifangica de B. subtilis pode ser atribuida, em grande parte,
a este lipopeptideo (ARREBOLA et al., 2010).

As Fengicinas também mantém uma forte atividade antifungica, especificamente contra
fungos filamentosos (KOUMOUTSI et al., 2004; HOFEMEISTER, 2004). Seu mecanismo de acéo é
menos conhecido em comparacdo com outros lipopeptideos, mas sabe-se que detém potencial para
alterar a estrutura da membrana celular e da permeabilidade de uma maneira dose-dependente
(DELEU et al., 2005). Além destes compostos, 0 género Bacillus também é bem conhecido por
produzir uma variedade de bacteriocinas. A Subtilina, por exemplo, é uma bacteriocina do tipo
lantibidtico sintetizada por Bacillus subtilis, com atividade antimicrobiana contra diversas bactérias
gram-positivas tais como Staphylococcus spp., Streptococcus spp. e Clostridium spp. (COTTER et al.,
2005).

Alguns trabalhos tem demonstrado a associacdo dessas moléculas lipopeptidicas com a
capacidade de antagonizar patdgenos. No trabalho realizado por Li e colaboradores (2016) foi
demonstrada a capacidade de B. amyloliquefaciens SYBC H47 isolado de mel em antagonizar os
fitopatdgeno Botryosphaeria dothidea, agente etiol6gico da gomose no pessegueiro em ensaios in
vitro e em condi¢des de campo. A inibicdo foi associada a producéao de lipopeptideos e bacteriocinas,
como a fenigincina e a bacilomicina, respectivamente. Estudo conduzido por Nigris e colaboradores
(2018) também revelou a capacidade de Bacillus licheniformis GL174 produtora de lipopeptideo de
biocontrolar fitopatdgenos in vitro e in vivo. A bactéria foi capaz de inibir o crescimento micelial in
vitro dos fitopatdgenos Phaeomoniella spp, Botryosphaeria spp, Sclerotinia sclerotiorum e
Phytophthora infestans, e de reduzir o tecido foliar necrosado nos testes in vivo. Além disso, 0
sequenciamento de seu genoma revelou a presenca de muitos genes codificadores de proteinas
envolvidos no processo de biocontrole, como enzimas liticas, sider6foros e outros metabolitos

secundarios.
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Avaliar a capacidade de bactérias endofiticas isoladas de milho e de camardo em antagonizar

fitopatogenos de milho (Zea mays), bem como investigar o mecanismo relacionado a inibicéo.

2.2. Objetivos Especificos
a) Avaliar a capacidade antagonista de 23 bactérias isoladas de milho (Zea mays) e 13 bactérias

isoladas de camardo (Litopenaeus vannamei) contra os fitopatogenos de milho Colletotrichum
graminicola, Stenocarpella maydis, Fusarium verticilioides e Pantoea ananatis (gram negativa), além
da bactéria Bacillus subtilis (gram positiva) por método de confrontacdo direta e pela producdo de

compostos volateis.

b) Avaliar a produgdo de compostos com atividade emulsificante e surfactante pelas bactérias
antagonistas.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao e ativacdo dos microrganismos
Foram utilizadas 36 bactérias pertencentes a colecdo de microrganismos do Laboratério de

Microbiologia aplicada da Universidade Federal de Minas Gerais (Tabela 1). Destas, 23 sdo
endofiticas isoladas de folhas, raiz e seiva da cultivar de milho hibrido Pionner 30F35 Herculex
(VIEIRA, 2015) e 13 foram isoladas de tecidos internos de camardo (Litopenaeus vannamei). As
bactérias foram reativadas a partir dos estoques criopreservados a -80°C em meio TSA (Trypticase
Soy Agar, Difco) utilizando o método de esgotamento por estrias seguido de incubagdo a 37 °C por
48 horas. Posteriormente, foram feitos estoques em meio Ligniere (caldo nutriente 13 g L™*; 4gar 7 g
L gelatina 5 g L™; 4gua destilada 1000ml) para uso nos experimentos do estudo. A identidade e

origem dos isolados estdo descritos na tabela 1.
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Tabela 1. Identificacdo de bactérias isoladas das folhas, raiz e seiva de milho e dos tecidos internos da espécie

de camardo Litopenaeus vannamei

Cadigo Identificacdo ORIGEM
BC1 Bacillus grupo subtilis
BC2 B. vallismortis
BC3 Bacillus subtilis
BC4 Bacillus subtilis
BC5 B. mojavensis Litopenaeus vannamei
BC6 Bacillus subtilis
BC7 Bacillus grupo subtilis
BM1 Bacillus megaterium
BC8 B. mojavensis
BC9 B. vallismortis
BC 10 B. vallismortis
BC 11 B. vallismortis
BC 18 Bacillus grupo subtilis
FT3C 14 Staphylococcus warnei Endofitico Milho
RT2A 12 Bacillus sp
RT3C 21 Bacillus sp
RP3C 01 Bacillus subtilis
SP212 nd*
ST212 nd
RT3C 11 Bacillus sp
RT2C 11 Bacillus subtilis
RT2A 16 Artrhobacter nicotinovarans
RP1A 35 Leuconost holzapfelli
RT2A 10 Bacillus safensis
RT3B 22 Bacillus sp
FP1A 13 nd
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ST3116 Raoultella ornithinilotyca

ST323 Microbacterium sp
RT1C 219 Pseudomonas mosseli
FP1A 16 Obesumbacterium proteus
FP2A 32 ENTEROBACTERIACEA
FP1C 12 Serratia marcescens
RP2A 23 Pseudomonas protengis
ST3110 Pseudoclavibacter helvolus
RT2A 01 Serratia marcescens

SP311 Bacillus subtilis

*Nd: Ndo identificado

3.2. Avaliacdo da atividade antagonista por compostos soluveis

3.2.1. Obtencao dos Indculos
Os indculos bacterianos foram feitos a partir das bactérias ativadas por esgotamento em placas

contendo TSA e incubadas a 37 °C por 48 h. Decorrido esse tempo, as coldnias foram ressuspendidas
com o auxilio de uma alca de repicagem em tubos de ensaio contendo 2 mL de solucédo salina (NaCl
0,85%) estéril e a concentragdo de células foi padronizada segundo escala McFarland n°1, equivalente
a 3x10° UFC mL™,

3.2.2. Antagonismo Fungico — Método Pareamento
Os isolados bacterianos foram avaliados quanto o potencial de inibicdo do crescimento dos

fungos fitopatogénicos de milho pelo método qualitativo de culturas pareadas, que consiste na
confrontacdo direta dos fitopatdgenos pelas bactérias possiveis antagonistas através do cultivo numa
mesma placa contendo meio de cultura solido (MARIANO, 1993). Os fungos utilizados foram
Fusarium verticilioides, Colletotrichum graminicola e Stenocarpella Maydis, gentilmente cedidos
pela Embrapa Milho e Sorgo.

Os ensaios foram conduzidos em placas contendo 0 meio Batata Dextrose Agar (BDA)
(Acumedia), nas quais foram inoculados dois isolados bacterianos por meio de estrias simples,
distantes 1 cm da borda da placa, formando um quadrado, de forma que as mesmas nao se
misturassem. Os trés fungos fitopatogénicos foram previamente cultivados, em meio BDA a 30 °C
por sete dias. Dessas placas foi retirado um cilindro de aproximadamente 5 mm das bordas das

19



coldnias dos fungos, que foi transferido para o centro das placas contendo as bactérias proximas as
bordas. Ap6s um periodo de incubacdo de 10 dias a 30 °C, foram feitas medi¢Ges do raio de
crescimento fungico na presencga das bactérias antagonistas e da placa controle (placa sem adicéo de
bactéria). Os resultados de inibicdo foram expressos como a diferenca em cm entre o raio das coldnias
fangicas nos ensaios controle e nos ensaios inoculados com as bactérias. Os ensaios foram realizados

em duplicata.

3.2.3. Antagonismo bacteriano — Método de sobrecamada

Aliquotas de 3 puL das suspensdes bacterianas padronizadas (Item 3.2.1) foram depositadas na
superficie de placas contendo meio de cultura TSA, e as placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas.
Concomitantemente, as bactérias reveladoras Pantoea ananatis e Bacillus subtilis foram crescidas em
caldo TSB sob agitacdo de 180 rpm a 37 °C por 24 horas. Apos o periodo de incubacéo, as células das
bactérias potencialmente produtoras de substancias bioativas foram expostas por 20 min a vapores de
cloroférmio, gerados ap6s adicdo de 1 mL do reagente na tampa, para inativacdo celular. A seguir, as
placas foram mantidas abertas por 20 min para evaporacdo do cloroférmio residual. Por dltimo,
adicionou-se as placas uma sobrecamada formada por 4 mL de meio TSB semi-solido (0,6 % de agar)
na temperatura de 45-50 °C e 0,1 mL das culturas das bactérias reveladoras (P. ananatis e B. subtilis).
As placas foram incubadas a 37 °C por 48 horas. Ao final deste periodo, as bactérias que
apresentaram coldnias envoltas por halo de inibicdo de crescimento da bactéria reveladora foram
consideradas produtoras das substancias bioativas. Os halos foram medidos e 0s valores expressos

utilizando-se a média e desvio padréo.

3.3. Avaliacdo da atividade antagonista mediada pela producéo de compostos volateis

Os isolados bacterianos que apresentaram atividade antagonista nos ensaios do método de
pareamento contra 0s patdgenos fangicos e/ou bacterianos (indicativo de produgdo de substancias
soluveis) foram avaliados quanto ao potencial de producdo de compostos volateis, utilizando placas
de petri subdivididas no centro e vedadas com filme plastico que ndo permite a passagem de ar, como
descrito por Fernando e colaboradores (2004) com modificacdes. As divisdes impedem o contato
direto entre as bactérias antagonistas e 0s patdgenos, permitindo associar a inibicdo de crescimento
dos patdgenos avaliados também a algum composto volatil.

Em um dos compartimentos da placa de petri, adicionado de meio TSA, foi estriada a bactéria

e no segundo compartimento, contendo meio de cultura BDA, foi depositado um disco de
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aproximadamente 5 mm de didmetro dos fungos fitopatogénicos. Placas contendo apenas o disco do
fungo em seu respectivo compartimento foram utilizadas no tratamento controle. As placas foram
incubadas a 28 °C. Os raios das colonias dos fungos foram medidos e comparados quanto ao
tratamento controle (placa inoculada apenas com o fungo fitopatogénico) no periodo em que 0 mesmo
atingiu a subdivisdo das placas. Os resultados de inibicdo da expansdo micelial (IEM) dos fungos
foram expressos como a diferenca em mm entre o raio das col6nias fungicas dos ensaios controle e

dos ensaios com bactéria. Os ensaios foram realizados em duplicata.

3.4. Avaliagéo da atividade surfactante e emulsificante dos isolados de Bacillus sp
O potencial de producdo de substancias tensoativas pelos 21 isolados de Bacillus sp. foi

avaliado por meio da determinacdo da atividade surfactante (mN/m) e emulsificante (E24) de
sobrenadantes das culturas livres de células, de acordo com metodologia descritas a seguir de acordo
com Cooper (1981) e Nakano e colaboradores (1988), com modificagdes.

Inicialmente, foi feito um pré-indculo das bactérias por meio da inoculacdo em tubos de
ensaio contendo 3 ml de caldo Landy, composto por 20g de glicose, 5 gramas de glutamato ou
arginina, 0,5 g MgSOy, 0,5 g de KCI, 1 g de KH,P0O,4,0,15g de FeSO,.7H,0, 0,016g CUSO,. 5H,0 e
0,1% de extrato de levedura para 1000ml. Seguido de incubacdo sob agitacdo de 150 rpm por 24
horas a 30° C. Uma aliquota do pré-indculo 1% (v/v) foi transferida para frascos Erlenmeyer
contendo 80 ml de Caldo Landy. Estes foram incubados por 48 horas a 30°C sob agitacdo de 150
rpm. Apds o periodo de incubacdo, as culturas de cada isolado foram centrifugadas a 10.000 x g, por
15 minutos a 4°C. Os sobrenadantes obtidos foram utilizados para a avaliagdo da atividade
emulsificante, surfactante e producéo das biomoléculas.

Para avaliacdo da producgdo, o sobrenadante foi submetido a precipitacdo com HCL 5M
(Quimex, Sao Paulo, SP, Brasil) ajustando o pH para 2,0. A suspensdo foi mantida a 4°C por 18
horas. Ap0s este periodo foi realizada nova centrifugacdo por 15 minutos a 10 000 x g a 4°C e o
sobrenadante foi descartado. ApoOs evaporacao da dgua remanescente por intermédio da utilizacdo de
speed vacuum, foi obtido um precipitado que teve sua massa determinada para cada um dos isolados
de Bacillus avaliados.

A atividade emulsificante (E24) foi avaliada segundo o meétodo descrito por Cameron e
colaboradores (1988). Nos ensaios, aliquotas de 1 mL do sobrenadante de cada cultura foram
adicionadas a tubos de ensaio contendo 1,5 ml de tolueno. Cada tubo foi submetido a
homogeneizagao vigorosa em agitador de tubo (Tipo Vortex) por 2 min e deixado em repouso por 24
h. O indice de emulsificacdo (E24) foi determinado pela divisdo da altura da camada emulsionada
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pela altura total do liquido contido no tubo, segundo a equacdo abaixo: E,4 = (altura da camada de
emulsdo (cm)/altura (cm)total) x 100.

A medida de tensdo superficial foi avaliada nos sobrenadantes livres de células de cada
isolado de Bacillus spp utilizando o tensiémetro Kruss modelo K100-MK2, equipado com placa de

platina. As analises foram comparadas & tensdo de agua ultra pura (71,63mN m™).

3.5. Andlise estatistica
Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), sequido do teste de

média Scott Knott ao nivel de significancia de 5 % usando o programa SISVAR.

4. RESULTADO E DISCUSSAO

Os resultados da atividade antagonista dos 36 isolados bacterianos testados frente aos
fitopatdgenos fangicos, Pantoea ananatis e B. Subtilis estdo apresentados na tabela 2. Do total de
bactérias avaliadas, 31 apresentaram atividade antagonista contra o patégeno C. graminicola, 32
antagonizaram o fungo S. maydis e 17 inibiram o F. verticilioides. O género Bacillus foi aquele que
mais se destacou nos ensaios de atividade antagonista, visto que 15 das 21 (75 %) bactérias
pertencentes a este género antagonizaram todos os fitopatdgenos confrontados no desafio (Tabela 2).
Bacillus megaterium - BML1 foi o isolado que resultou na maior reducéo do crescimento do fungo C.
graminicola, enquanto que os isolados B. Vallismortis- BC 9 e Bacillus grupo subtilis - BC 6 foram os
mais eficientes contra os patdgenos F. verticilioides e S. maydis, respectivamente. Diversos estudos
tém observado a atividade de antagonizar patdgenos de plantas por isolados do género Bacillus,
caracteristica que os torna potenciais candidatos a utilizacdo no controle bioldgico contra diversos
fitopatdgenos (HANDELSMAN et al., 1948 & 1990; ASAKA & SHODA, 1996; RAUPACH et al.,
1998; JACOBSEN et al., 2004; MCSPADDEN GARDENER & DRIKS, 2004; NELSON et al.,
2014).

O fitopatogeno F. verticilioides foi o menos inibido pelas bactérias testadas. Contudo, dentre
as 17 bactérias que apresentaram atividade contra este fungo, somente uma nao pertence ao género
Bacillus, qual seja Raoultella ornithinolytica ST3 116. Padrdo semelhante foi descrito por Figueroa-
Lopez e colaboradores (2016), que observaram que de um total de 622 bactérias, 341 isolados de
Bacillus inibiram este patdgeno, com percentuais de reducdo variando de 53 a 99 %.

Com relagéo ao fungo C. Graminicola spp, foi observado um halo de inibicdo de 3,03 cm, que

representa um percentual de inibicdo de 27 % em relacdo ao controle (4,13 cm) quando confrontado
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com a bactéria Bacillus megaterium BM1. Pinheiro e colaboradores (2016) realizaram experimento
semelhante, em que duas rizobactérias do género Bacillus, B23 e B14, diminuiram a expansao
micelial de C. graminicola em relagédo a testemunha em 17,3 e 17,1, respectivamente. Kumar e
colaboradores (2012) também investigaram a atividade antagonista de bactérias do género Bacillus
contra os patdgenos Macrophomina phaseolina, Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Rhizoctonia
solani, e Colletotrichum spp. Apos sete dias de incubagdo em meio BDA, foi constatada a inibi¢do de
todos os fitopatdgenos avaliados, e o percentual de inibicdo foi em torno de 52,39 % para o

Colletotrichum spp.

Para a bactéria fitopatogénica P. ananatis, 17 isolados apresentaram atividade antagonista,
sendo o maior valor observado para o isolado Bacillus grupo subtilis BC1. O antagonismo de
bactérias do género Bacillus frente a bactéria P. ananatis também ja foi relatado por Karagoz e
colaboradores, (2017). Estes autores observaram, ainda, que o halo de inibicdo formado pelas
bactérias (20,33 mm) foi semelhante aquele produzidos pelos antibi6ticos estreptomicina (23,66),

canamicina (21,33) e tetraciclina (20,00).

Tabela 2: Isolados bacterianos que apresentaram atividade antagonista contra os fitopatdgenos flngicos e bacterianos

confrontados.

Isolado Identificacdo C.graminicola |F. verticilioides S.maydis P. ananatis |B. sutilis
BC 1 Bacillus grupo subtilis 2,93 £0,07d 1,70 +0,21c 2,45 +0,21d | 0,70 +0,00b (0,10 +0,07
BC 2 B. vallismortis 2,48 £0,14c 1,70 £0,07c 1,90 +0,35c 0,25 +0,07a O,ZO

+0,07c

BC 3 Bacillus subtilis 3,23 £0,07d 1,90 +0,28c 2,55 +0,07e | 0,45 +0,07b -
BC 4 Bacillus subtilis 3,08 +0,07d 1,75 +0,14c 2,35+0,14d | 0,40 b 0,14 -
BC 5 B. mojavensis 3,13 +0,07d 1,85 +0,35c 2,65 +0,14e | 0,50 0,00 b -
BC 6 Bacillus subtilis 3,13 +0,07d 1,8 £0,21c 3,15 +0,78e 0,4 +0,00b -
BC 7 Bacillus grupo subtilis 2,98 £0,14d 1,95 +0,07c 2,35 +0,00d 0,40 +0,07b -
BM 1 Bacillus megaterium 3.03 +0,07d 1,85 +0,14c 1,90 +0,14c 0,25 +0,07a -
BC 8 B. mojavensis 3,33 £0,00d 1,93 +0,14c 2,35+0,07d - -
BC9 B. vallismortis 3,13 £0,00d 2,03+0,14 ¢ 2,20+0,21d - 0,25 +0,00
BC 10 B. vallismortis 3,13 £0,00d 1,83+0,14 ¢ 2,35+0,00d | 0,40+0,14b [0,20 20,00
BC 11 B. vallismortis 2,83 0,07 d 1,93+0,00 c 2,20+0,07d | 0,35+0,21b |0.10 Z0,00
BC 18 Bacillus grupo subtilis 2,830,07d 0,80+0,35b 0,30 +0,00 a - ?
FT3C 14 Staphylococcus warnei 0,35 +0,07 a - 2,40 +0,07 d - -
RT2A 12 Bacillus sp 0,10 £0,07 a 0,10 £0,00 a 2,40+0,21d | 0,16 +0,00 a |0,15 0,00
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a

RT3C 21 Bacillus sp 0,10 £0,00 a 0,10 £0,00 a 2,90+0,14¢ | 0,13+0,00a [0,13 0,12
a
RP3C 01 Bacillus subtilis 0,35+0,35a 0,35+0,07 a 2,15+0,00d | 0,13+0,00a [0,13+0,12
a
SP2 12 nd 1,0+0,57 b - 2,70+0,14 ¢ - -
ST2 12 nd 0,20 £0,00 a - 2,5+0,57 e - -
RT3C 11 Bacillus sp 0,1 0,00 a 0,10+0,14 a 2,45+0,07d | 0,17 +0,00 a 0,17 +0,00
a
RT2C 11 Bacillus subtilis 0,15 0,07 a - 2,15+0,14d | 0,15a+0,07 |0,15+0,00
a
RT2A 16 Artrhobacter nicotinovarans - - 2,55+0,35 ¢ - 0,20 +0,00
b
RP1A 35 Leuconost holzapfelli 0,20 +0,00 a - 2,90 0,28 ¢ - -
RT2A 10 Bacillus safensis 0,25 +0,07 a - 2,10 +£0,00 d 0,24 +0,59
b
FP1A 13 Pantoea sp - - - 0,12 +0,00 a |0,12 +0,00
a
ST3116 Raoultella ornithinolytica - 0,30 +£0,28 a - - 0,12 +0,00
a
ST3 23 Microbacterium sp 0,35+0,35a - 3,0+0,14 ¢ - -
RT1C 219 Pseudomonas mosseli 0,10 +0,00 a - 3,0+0,28 ¢ - -
FP1A 16 Obesumbacterium proteus | 0,50 0,14 a - - - -
FP2A 32 Enterobactereacea - - - - 0,15
+0,00 a
FP1C 12 Serratia marcescens 0,30 +0,14 a - 0,75+0,28 b - +
RP2A 23 Pseudomonas protengis _ _ 2,57 a5+0,35 - 0,57 +0,60
d
ST3110 Pseudoclavibacter helvolus | 0,35 +0,07 a _ 2,95 0,00 e _ _
Serratia marcescens 0,25+0,07 a - 1,60 0,00 ¢ - -
RT2A 01
Bacillus sp 0,20+0,14 a _ 1,90 +0,00 ¢ _ -
RT3B 22
SP3 11 Bacillus 0,35+0,07 a - 0,75+0,28 b - -
subtilis

Os valores estdo em centimetros. Médias seguidas por letras diferentes diferem

significancia. Média de duas repeticbes seguida por desvio padrao.

entre si pelo teste Scott knott a 5% de

De acordo com os resultados da inibicdo da expansdo micelial dos fungos fitopatogénicos

frente a producdo de compostos volateis pelas bactérias antagonistas observa-se que o isolado B.

vallismortis BC2 ndo apresentou inibicdo ao fungo C. graminicola no ensaio de avaliacdo de

producdo de compostos volateis (Tabela 3), embora tenha inibido este fitopatdgeno no ensaio de

confrontacdo direta. Tal fato nos leva a inferir que este isolado ndo possui a caracteristica de producédo

de composto volatil como mecanismo de inibi¢do dos fitopatdgenos. As bactérias que apresentaram

maior percentual de inibig&o frente ao fungo C. graminicola foram RP1A-35 (Leuconost holzapfelli),

RT1C-219 E ST3-110 (Pseudomonas mossel e Pseudoclavibacter helvolus), com valores de inibigéo

da expansdo micelial de 1,43cm, 1,34cm e 1,32cm, Isolados do género Pseudomonas com atividade

antifngica ja foram descritos. Planchamp e colaboradores (2015), por exemplo, demonstraram a

capacidade de Pseudomonas putida KT2440 em diminuir a area foliar infectada por C. graminicola.

No experimento, as plantulas que foram inoculadas apresentaram uma area foliar colonizada 20 vezes
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menor em relacdo a plantas ndo inoculadas com a bactéria. Ao avaliar o0 mecanismo de inibicdo de
Pseudomonas donghuensis. SVBP6 ao fitopatdgeno Macrophomina phaseolina, Agaras e
colaboradores (2017) constataram que houve atividade inibitoria, porém devida a expressdo de um
gene gacS funcional, a partir da regulacdo cascata Gac-Rsm e ndo pela producdo de compostos
organicos volateis. A reducdo da expansao micelial do patdgeno F. Verticilioides frente a producéo de
compostos volateis foi bem reduzida, sendo que o isolado BM1 (Bacillus megatherium) o mais
eficiente. Para o fungo S. Maydis, os melhores isolados foram Bacillus sp - RT3B-22 e Serratia

marcescens - FP1C-12, com valores de inibi¢cdo de 1,44CM e 1,3CM, respectivamente.

Tabela 3. Inibicdo da expansdo micelial (IEM) dos fungos fitopatogénicos C. graminicola, F. verticilioides e

S. maydis frente a produgdo de compostos volateis pelas bactérias antagonistas.

Isolado Identificacdo C.graminicola F. Verticilioides S.maydis

BC1 Bacnllus.grupo 0,36 +0,18 aa 0,05 +0,00 a 0,34 0,08 a
subtilis

BC2 B. vallismortis 0,00+0,00 a 0,00 0,00 a -

BC 3 Bacillus subtilis 023+0,00a 0,17 +0,02 a 0,72 +0,52 a

BC4 Bacillus subtilis 033+021a 0,19 +0,01 b 0,37 +0,16 a

BC5 B. mojavensis 0,24 +0,28 a 0,05 +0,07 a 0,58 +0,03 a

BC6 Bacillus subtilis 0,07 +0,09 a 0,25 +0,00 b 0,37 £0,02 a

BC7 Bamllus.grUpO 0,24 +0,12 a 0,00 +0,00 a -
subtilis

BM 1 Bacnllu_s 0,36 +0,03 a 0,33+0,03 b 0,15+0,21a

megatherium

BC8 B. mojavensis 0.26 0,00 a 0,00 +0,00 a 0,26 +0,11a

BC9 B. vallismortis 033+025a 0,07 +0,05a 0,61 +0,04a

BC 10 B. vallismortis 0,06 + 0,19 +0,08b 0,69 +0,40a

0,00 a
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BC 11

BC 18

FT3C 14

RT2A 12

RT3C 21

RP3C 01

SP2 12

ST212

RT3C 11

RT2C 11

RT2A 16

RP1A 35

RT2A 10

FP1A 13

ST3116

ST323

RT1C 219

B. vallismortis

Bacillus grupo
subtilis

Staphylococcus

warnei

Bacillus sp

Bacillus sp

Bacillus subtilis

nd

nd

Bacillus sp

Bacillus subtilis

Artrhobacter
nicotinovarans

Leuconost
holzapfelli

Bacillus safensis

Pantoea sp

Raoultella
ornithinolytica

Microbacterium sp

Pseudomonas
mosseli

0,07
+0,01a

0,29
+0,01a

0,34
+0,01a

0,40
+0,40a

0,44
+0,13a

0,39
+0,09a

0,12
+0,01a

0,33
+0,00a

0,05
+0,07a

0,98
+0,07b

1,43
+0,25¢

1,05
+0,35b

0,43
+0,07a

1,34 +0,37c

0,05 0,07 a

0,00a

0,23 +0,07b

0,14 +0,08 a

0,09 +0,13 a

0,18 £0,11b

0,11 +0,16 a

0,30 +0,14a

0,36 +0,04a

0,09 +0,13a

0,28 +0,07a

0,82 +0,37a

0,51 +0,04a

0,56 +0,53a

0,60 +0,28a

0,23 +0,14a

0,73 +0,53a

0,82 +0,09a
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FP1A 16 Obesumbacterium

0,29 - -
proteus
+0,01a
FP2A 32 Enterobactereacea i ) )
FP1C 12 Serratia marcescens 0460114 i 1,30 £0.92a
RP2A 23 Pseudomo.nas i i 0,84 £0,48a
protengis
ST3110 Pseudoclavibacter
1,32 -
helvolus
+0,40c
RT2A 01 Serratia marcescens 0,08 i 0,81 +0,25a
+0,11a
RT3B 22 Bacillus sp 0,57 i 1.44 +008a
+0,19a
SP3 11 Bacillus subtilis 0,29 _ 0,41 £0,04a
+0,09a

Os valores referem-se ao raio do micélio nos tratamentos inoculados com as bactérias antagonistas subtraido do raio do
controle em cm. Médias seguidas por letras diferentes diferem entre si pelo teste Scott knott a 5% de significancia. Média

de duas repeticdes seguida por desvio padréo.

Dado ao elevado potencial de inibi¢do dos fitopatdgenos por isolados de Bacillus e aos relatos
na literatura associando a atividade bioativa de representantes deste género a moléculas tensoativas
(SAGGESE et al., 2018; DOMINGOS et al., 2015; DAS et al., 2008; FERNANDES et al., 2007;
MAGET-DANA et al., 1992), buscou-se avaliar se a atividade desses isolados avaliados neste

trabalho também esta associada a compostos tensoativos.

Os resultados dos ensaios de avaliacdo da atividade emulsificante e surfactante estéo
apresentados na Tabela 4. Os 21 isolados avaliados foram classificados em dois grupos segundo o
teste de médias Scott-Knott (p < 0,05) (Apéndice 1). Os isolados que apresentaram maiores atividades
emulsificantes foram RT2C-11 (81 %), BC 6 (80 %), BC 9 (78 %) e BC 5 (77 %). Interessantemente,
estes isolados também estdo no grupo que apresentou maior inibicdo do crescimento de todos os
patogenos, exceto para BC 9 nos ensaios tendo Pantoea ananatis como alvo.  Contudo, alguns
isolados apresentaram baixa ou nenhuma propriedade emulsificante, como foi o caso de BC 1 e RP3C
01 e, BC 18, RT2A 10, SP3 11 E RT3C 21, respectivamente. Observa-se de acordo com outros
trabalhos que dentro do género Bacillus ha estirpes que apresentam perfis diferentes com relagdo a

capacidade emulsificante. Por exemplo, Franca e colaboradores (2015) obtiveram elevados indices de
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emulsificacdo para uma amostra de biossurfactante bruto produzido por Bacillus subtilis ICA56 em
diferentes substratos. O maior indice relatado foi obtido a partir do cultivo da bateria em glicerol, cuja
valor foi de 92%. XXXXXXX. Contudo, no trabalho de Bueno e colaboradores (2010), isolados de
Bacillus subtilis e Bacillus pumilis produziram baixo ou nenhum indice de emulsificacdo sob
diferentes valores de pH e tempo de cultivo, sendo que no tempo de 48 horas de crescimento da

bactéria B. subtilis a um pH 6, ndo houve nenhuma producéo de emulsdo do sobrenadante de células.

Uma substancia com potencial surfactante eficiente deve diminuir a tensdo da agua de 72 a 35
mNm™ (Mulligan, 2004). Cooper & Goldenberg (1987) também consideram como potencialmente
avaliados microrganismos capazes de reduzir a tensdo superficial para valores inferiores a 40mNm®.
Assim sendo, houveram isolados neste trabalho que apresentaram valores que se enquadram dentro
das faixas citadas, como € o caso de Bacillus valismortis (BC2), Bacillus Grupo Subtilis (BC 11) e
Bacillus sp (RT3B 22), que reduziram a tensdo superficial do meio para valores inferiores a
39,42mN/m. O isolado RT3B 22 apresentou valor de 29,81 N/m proximo ao descrito por Barros e
colaboradores (2008) para um isolado da mesma espécie. Contudo, exceto para o isolado BC 11 que
apresentou alta atividade antagonista para todos os fitopatdgenos, as demais bactérias com alta
atividade surfactante ndo estdo presentes nos grupos de maior inibicdo como verificado para a

atividade emulsificante.

Com relagdo aos compostos com atividade emulsificante e surfactante, os isolados de
Bacillus subtilis apresentaram maiores producbes, com valores acima de 40 mg. Plaza e
colaboradores (2015) obtiveram valor semelhante para a cepa de B. subtilis, que produziu 40,2 mg I
de surfactina quando cultivada em meio LB. No entanto, outros trabalhos demonstram que a produgéo
destes tipos de compostos por bactérias do género Bacillus pode ser varidvel. Paraszkiewicz e
colaboradores (2017), por exemplo, constataram a habilidade de Bacillus subtilis KP7 em produzir
iturina em diferentes meios de cultura, onde o isolado produziu menos de um mg deste
biossurfactante em um meio preparado a partir de dgua residuaria de indudstria e em meio LB produziu
12 mg. Cita-se também os resultados encontrados por Pemmaraju e colaboradores (2012), que
obtiveram uma biomassa maxima de surfactina produzido por B. subtilis DSVP23 de 6,9 ¢/l cultivado
em “meio salt” enriquecido com 2 % de Oleo. Esta variacdo também pode ser observada em outras
espécies de bactérias capazes de produzir biossurfactantes. No trabalho de Santos et al (2018), a
bactéria Streptomyces sp. DPUA1559 cultivada em meio mineral contendo 1 % de 6leo residual de
soja como fonte de carbono produziu 2,249/l de biossurfactante, enquanto que no trabalho de Zambry
e colaboradores (2017) Streptomyces sp. R1 produziu 8,47g/l em meio caldo de caseina com 3% de

azeite de oliva e sob a maior velocidade de agitacdo. A producdo de um biosurfacatante denominado
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BS-L1011 por

Pseudomonas taiwanensis L1011 também variou sob diferentes fontes de carbono

fornecidas para o crescimento da bactéria, sendo que o maior valor de producao foi de 0,479/l quando

o glicerol foi utilizado como fonte de carbono (LIU et al., 2017). Qutros trabalhos relataram

diferentes valores de producdo de bissurfactante por espécies de Pseudomonas (XIA et al., 2014;
APARNA et al., 2012; ZHANG & MILLER, 1992).

Tabela 4. indice de Emulsificacfo, tensdo superficial e massa dos compostos obtidos por precipitagio 4cida

~ INDICE DE ~ 1 Massa Precipitado
ISOLADO IDENTIFICACAO EMULSIFICACAO (%) TENSAO (mNm™) (mg/8oml)

BC1 Bacillus Grupo 3,61 +5,10a 43,72 44
Subtilis

BC 2 Bacillus valismortis 0,00 +0,00a 33 14

BC3 Bacillus Subtilis 47,86 £3,03b 40,03 12

BC4 Bacillus Subtilis 20 +2,83a 40,58 27
Bacillus

BC5 . .. 77,09 +0,25b 40,63 27

monjavenisis

BC 6 Bacillus Subtilis 80 +0,00b 40,7 24

BC 7 Bacillus Grupo 0,00 +0,00a 43,83 45
Subtilis

BM1 Bacillus megaterium 55,00 +14,85b 42,89 15

BC8 Bacillus Grupo 37,05 +31,18a 40,67 18
Subtilis

BC 9 Bacillus Grupo 78,64 +1,93b 40,46 48
Subtilis

BC 10 Bacillus Grupo 0,00 +0,00a 44,34 51
Subtilis

BC 11 Bacillus Grupo 30,16 +22,15a 39,42 29
Subtilis

BC 18 Bacillus Grupo 0,00 +0,00a 42,81 10
Subtilis

RT2C 11 Bacillus subtilis 81,35 +4,31b 41,60 37

RT2A 10 Bacillus safensis 0,00 +0,00a 33,71 9

RT3B 22 Bacillus sp 20,84 +29,47a 29,81 23

RT2A 12 Bacillus sp 63,34 +4,72b 40,22 38

SP311 Bacillus subtilis 0,00 +0,00a 38,33 29
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RT3C 21 Bacillus sp 0,00 +0,00a 44,66 47

RPP3C 01 Bacillus subtilis 4,35 +0,00a 43,63 9

RT3C 11 Bacillus sp 8,00 +11,31a 43,49 -

Os valores referem-se ao indice de emulsificagdo em porcentagem e tensdo superficial dos sobrenadantes das células de
Bacillus spp. Médias seguidas por letras diferentes diferem entre si pelo teste Scott knott a 5% de significancia. Média de

duas repeticdes seguida por desvio padréo.

5. CONCLUSAO
No presente estudo, foi possivel identificar isolados bacterianos com potencial para a

antagonizar fitopatogenos de milho. O género Bacillus se destacou quanto ao numero de isolados com
atividade antagonista e o fungo F. Verticilioides foi o patdgeno mais resistente. Algumas das
bactérias, como RT2C-11, BC 6, BC 9 e BC 5 estdo nos grupos de melhores antagonistas para todos o

fitopatdgenos e apresentaram em seus extratos, compostos com atividade emulsificante.

Dado o exposto, os resultados sugerem o uso dessas bactérias em experimentos de inoculacao
na planta para validacdo do potencial destas como agentes de controle bioldgico dos fungos

patogénicos avaliados neste estudo.
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APENDICE A Andlise da atividade antagonista das bactérias testadas frente ao fitopatogeno
Fusarium verticilioides. As letras seguidas por nimero iguais indicam que ndo houve diferenca

estatistica nas médias pelo teste de Scott Knott 0,05 %
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Variavel analisada: HALO_CM_

Opcao de transformacéo: Varidvel sem transformacéo (Y')

Micélio Tratamento Contrle:3,6 cm

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc

F__VERTICI 17 20.444100 1.202594 37.003 0.0000

erro 18 0.585000 0.032500

Total corrigido 35 21.029100

CV (%) = 1354

Meédia geral: 1.3316667 Numero de observacdes: 36

Teste Scott-Knott (1974) paraa FV F__VERTICI

NMS: 0,05

Média harmonica do nimero de repeticdes (r): 2

Erro padrdo: 0,12747548783982

Tratamentos Médias Resultados do teste

RT3C 11 0.100000 a1

RT2A 12 0.100000 al

RT3C 21 0.100000 a1

ST3 116 0.300000 al

RP3C 01 0.350000 al

BC 18 0.800000 a2

BC 2 1.700000 a3

BC 1 1.700000 a3
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BC 4 1.750000 a3

BC 6 1.800000 a3

BAC10 1.830000 a3

BM1 1.850000 a3

BC 5 1.850000 a3

BC 3 1.900000 a3

BC 8 1.930000 a3

BC 11 1.930000 a3

BC 7 1.950000 a3

BC 9 2.030000 a3

APENDICE B Analise da atividade antagonista das bactérias testadas frente ao fitopatdgeno
Colletotrichum graminicola. As letras seguidas por numero iguais indicam que ndo houve diferenca

estatistica nas medias pelo teste de Scott Knott 0,05 %

Variavel analisada: HALO_CM_

Opgao de transformacéo: Variavel sem transformagéo (Y)

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc

C__GRAMINI 31 112.804300 3.638848 104.433 0.0000

erro 32 1.115000 0.034844

Total corrigido 63 113.919300

CV (%) = 13.32

Média geral: 1.4012500 Numero de observagdes: 64

Teste Scott-Knott (1974) paraa FV C__GRAMINI
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NMS: 0,05

Média harmonica do nimero de repeticdes (r): 2

Erro padrdo: 0,131991950512143

Tratamentos Médias Resultados do teste

RT3C 21 0.100000 al

RT3C 11 0.100000 a1

RT1C 219 0.100000 a1

RT2A 12 0.100000 a1

RT2C 11 0.150000 a1

RT3B 22 0.200000 a1

ST2 12 0.200000 a1

RP1A 35 0.200000 a1

RT2A 01 0.250000 al

RT2A 010 0.250000 al

FP1C 12 0.300000 al

RP3C 01 0.350000 al

ST3 23 0.350000 al

ST3 110 0.350000 al

SP3 11 0.350000 al

FT3C 14 0.350000 a1

FP1A 16 0.500000 a1

SP2 12 1.000000 a2

RT2B 13 1.000000 a2

BC 18 2.230000 a3

BC 2 2.480000 a3

BC 11 2.830000 a4

BC 12.930000 a4

BC 7 2.980000 a4

BM 1 3.030000 a4

BC 4 3.080000 a4

BC 6 3.130000 a4
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BC 10 3.130000 a4

BC 5 3.130000 a4

BC 9 3.130000 a4

BC 3 3.230000 a4

BC 8 3.330000 a4

APENDICE C Analise da atividade antagonista das bactérias testadas frente ao fitopatdégeno
Stenocarpella maydis. As letras seguidas por numero iguais indicam que nao houve diferenca estatistica

nas medias pelo teste de Scott Knott 0,05 %

Variavel analisada: HALO_CM_

Opcéo de transformacao: Variavel sem transformagdo (Y')

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc

BACTERIA__ 39 57.056463 1.462986 23.565 0.0000

erro 36 2.235000 0.062083

Total corrigido 75 59.291463

CV (%) = 12.26

Média geral: 2.0321053 Numero de observagdes: 76

Teste Scott-Knott (1974) para a FV BACTERIA__

NMS: 0,05

Meédia harmonica do nimero de repeticdes (r): 1,81818181818182

Erro padrdo: 0,184785912161434
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Tratamentos Médias Resultados do teste

BC 18 0.300000 a1

FPIC 12 0.750000 a2

SP3 11 0.750000 a2

RT2A01 1.600000 a3

BM 1 1.900000 a3

RT3B 22 1.900000 a3

BC 2 1.900000 a3

RT2A10 2.100000 a4

RP3C01 2.150000 a4

RT2C 11 2.150000 a4

BC 92.200000 a4

BC 11 2.200000 a4

BC 7 2.350000 a4

BC 4 2.350000 a4

BC10 2.350000 a4

BC 8 2.350000 a4

RT2A 12 2.400000 a4

FT3C 14 2.400000 a4

RT3C 11 2.450000 a4

BC 1 2.450000 a4

RP2A 16 2.550000 a5

BC 3 2.550000 a5

RP2A 23 2.570000 a5

ST2 12 2.650000 a5

BC 5 2.650000 a5

SP2 12 2.700000 a5

RT3C21 2.900000 a5

RP1A35 2.900000 a5

ST3 110 2.950000 a5

ST3 23 3.000000 a5

RT1C 219 3.000000 a5

ST3110 3.050000 a5
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BC 6 3.150000 a5

APENDICE D Analise da atividade antagonista das bactérias testadas frente ao fitopatégeno Pantoea
ananatis. As letras seguidas por numero iguais indicam que nao houve diferenca estatistica nas medias

pelo teste de Scott Knott 0,05 %

Variavel analisada: HALO__CM_

Opgao de transformacéo: Variavel sem transformagéo (Y)

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc

P__ANANATI 16 0.903053 0.056441 5.298 0.0007

erro 17 0.181100 0.010653

Total corrigido 33 1.084153

CV (%) = 34.54

Média geral: 0.2988235 Numero de observagdes: 34

Teste Scott-Knott (1974) para a FV P__ANANATI

NMS: 0,05

Média harmonica do nimero de repetigdes (r): 2

Erro padrdo: 0,0729826732055992

Tratamentos Médias Resultados do teste



FPLA 13 0.120000 al
RP3C 01 0.125000 al

RT2B 13 0.125000 al

RT3C 21 0.130000 al

RT2C 11 0.150000 al

RT2A 12 0.160000 al

RT3C 11 0.170000 al

BM1 0.250000 al

BC 2 0.250000 al

BC 11 0.350000 a2

BC 4 0.400000 a2

BC10 0.400000 a2

BC 7 0.400000 a2

BC 6 0.400000 a2

BC 3 0.450000 a2

BC 5 0.500000 a2

BC 1 0.700000 a2

APENDICE E Analise da atividade antagonista das bactérias testadas frente a bactéria gram positiva

Bacillus subtilis. As letras seguidas por nimero iguais indicam que nao houve diferenca estatistica nas

medias pelo teste de Scott Knott 0,05 %

Variavel analisada: HALO__CM_

Opcdo de transformacéo: Varidvel sem transformacéo (Y')

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc

B__SUBTILI 20 0.812462 0.040623 25.427 0.0000

erro 21 0.033550 0.001598

Total corrigido 41 0.846012
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CV (%) = 17.84

Média geral: 0.2240476 Numero de observagdes: 42

Teste Scott-Knott (1974) paraa FV B__SUBTILI

NMS: 0,05

Média harmonica do nimero de repeticdes (r): 2

Erro padrdo: 0,0282632185677697

Tratamentos Médias Resultados do teste

BC 1 0.100000 a1

BC 11 0.100000 a1

FP1A 13 0.120000 al

ST3 116 0.120000 a1

RT2B 13 0.125000 a1

RP3C 01 0.125000 al

RT3C 21 0.130000 a1

FP2A 32 0.150000 a1

RT2A 12 0.150000 al

RT2C 11 0.150000 a1

RT3C 11 0.170000 al

RT2A 16 0.200000 a2

BC 10 0.200000 a2

RP3B 11 0.200000 a2

FP1C 12 0.205000 a2

RT2A 10 0.240000 a2

BC 9 0.250000 a2

BC 2 0.400000 a3

BM1 0.500000 a4

BC 7 0.500000 a4



RP2A 23 0.570000 a4

APENDICE F Analise da producéo de compostos volateis das bactérias testadas frente ao
Colletotrichum graminicola. As letras seguidas por numero iguais indicam que ndo houve diferenca

estatistica nas medias pelo teste de Scott Knott 0,05 %

Varivel analisada: HALO__CM_

Opgdo de transformacéo: Variavel sem transformacéo (Y)

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc

BACT_RIAS 30 8.997397 0.299913 9.334 0.0000

erro 31 0.996050 0.032131

Total corrigido 61 9.993447

CV (%) = 42.30

Média geral: 0.4237097 Numero de observagdes: 62

Teste Scott-Knott (1974) para a FV BACT_RIAS

NMS: 0,05

Média harmonica do nimero de repeticdes (r): 2

Erro padrdo: 0,126749053569031

Tratamentos Médias Resultados do teste

BC 2 0.000000 a1

RT3C 11 0.050000 a1



BC 10 0.060000 a1

BC 6 0.065000 al

BC 11 0.070000 a1

RT2A 01 0.075000 a1

SP2 12 0.120000 a1

BC 3 0.230000 al

BC 7 0.245000 al

BC 5 0.250000 al

BC 8 0.260000 al

FP1A 16 0.290000 al

BC 18 0.290000 a1

SP3 11 0.315000 a1

BC 9 0.325000 al

BC 4 0.330000 al

ST2 12 0.330000 a1

FT3C 14 0.340000 a1

BC 1 0.355000 al

BM 1 0.355000 al

RP3C 01 0.385000 al

RT2A 12 0.395000 al

ST3 23 0.430000 al

RT3C 21 0.440000 a1

FP1C 12 0.455000 al

RT3B 22 0.565000 al

RT2C 11 0.980000 a2

RT2A 10 1.050000 a2

ST3 110 1.315000 a3

RT1C 219 1.340000 a3

RP1A 35 1.425000 a3

APENDICE G Analise da produgdo de compostos volateis das bactérias testadas frente ao Fusarium
verticilioides. As letras seguidas por nimero iguais indicam que ndo houve diferenca estatistica nas

medias pelo teste de Scott Knott 0,05 %



Variavel analisada: HALO__CM_

Opgdo de transformacéo: Variavel sem transformacéo (Y)

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc

BACT_RIA_150.264400 0.017627 3.302 0.0116
erro 16 0.085400 0.005338

Total corrigido 31 0.349800

CV (%) = 56.20

Meédia geral: 0.1300000 NUmero de observagdes: 32

Teste Scott-Knott (1974) paraa FV BACT_RIA_

NMS: 0,05

Média harménica do nimero de repeticdes (r): 2

Erro padrdo: 0,0516599457994296

Tratamentos Médias Resultados do teste

BC 7 0.000000 a1

BC8 0.000000 al

BC5 0.050000 a1

BC1 0.050000 a1

BC11 0.050000 a1

BC9 0.065000 al

RP3C01 0.090000 al

RT2A16 0.110000 al

RT3C21 0.140000 a2
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BC3 0.165000 a2

RT3C11 0.175000 a2

BC10 0.190000 a2

BC4 0.190000 a2

RT2A12 0.230000 a2

BC6 0.250000 a2

BM1 0.325000 a2

APENDICE H Analise da produgdo de compostos volateis das bactérias testadas frente ao Stenocarpella
maydis. As letras seguidas por numero iguais indicam que ndo houve diferenca estatistica nas medias pelo

teste de Scott Knott 0,05 %

Variavel analisada: INIBI_O___

Opgao de transformacéo: Variavel sem transformagéo (Y)

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc

BACT_RIA 24 5.204628 0.216859 2.052 0.0401

erro 25 2.641550 0.105662

Total corrigido 49 7.846178

CV (%) =57.41

Meédia geral: 0.5662000 Numero de observagdes: 50

Teste Scott-Knott (1974) paraa FV BACT_RIA

NMS: 0,05

Média harmonica do nimero de repeticdes (r): 2
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Erro padrdo: 0,229849951055031

Tratamentos Médias Resultados do teste

FT3C 14 0.090000 a1
BM1 0.150000 a1
RT2C 11 0.230000 a1
BC8 0.255000 a1
RT2A 12 0.280000 al
BC 11 0.300000 al
BC1 0.340000 al

BC 18 0.355000 a1
BC 4 0.365000 al

BC 6 0.365000 al
SP3 11 0.405000 a1
SP2 12 0.505000 a1l
ST2 12 0.555000 a1
BC 50.575000 al
RT3C 11 0.600000 a1
BC 9 0.605000 a1

BC 30.715000 al
RT2A10 0.725000 al
RT2A 10 0.725000 al
RT2A 01 0.805000 al
RT1C 219 0.815000 a1
RT3C 21 0.815000 a1
RP2A 23 0.840000 al
FPIC 12 1.300000 al

RT3B 22 1.440000 al

APENDICE I Analise atividade emulsificante de bacterias do genero Bacillus sp. As letras seguidas por

numero iguais indicam que nao houve diferenca estatistica nas medias pelo teste de Scott Knott 0,05 %

Vari4vel analisada: INDICE_EMU



Opcao de transformacéo: Variavel sem transformacéo (Y')

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc

BACTERIA 24 41723.481040 1738.478377 11.727 0.0000

erro 17 2520.169200 148.245247

Total corrigido 41 44243.650240

CV (%) = 41.39

Média geral: 29.4154762 Nimero de observacdes: 42

Teste Scott-Knott (1974) para a FV BACTERIA

NMS: 0,05

Média harmonica do nimero de repeticdes (r): 1,51515151515152

Erro padrdo: 9,89150459024427

Tratamentos Médias Resultados do teste

RT3C 21 0.000000 a1

BC 2 0.000000 al

RT2A 10 0.000000 a1

BC 7 0.000000 a1

BC 18 0.000000 al

BC 10 0.000000 a1

SP3 11 0.000000 al

BC 1 3.605000 al

RP3C01 4.350000 al

RP3C 01 4.350000 al
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RT3C 11 8.000000 a1

BC 4 20.000000 al

RT3B 22 20.835000 al

BC4 24.000000 al

BC 11 28.165000 al

BC 8 37.045000 al

BC 3 47.855000 a2

BM1.1 55.000000 a2

RT2A 12 63.335000 a2

BM1 76.000000 a2

BC 5 77.095000 a2

RT2C 11 78.260000 a2

BC 9 78.635000 a2

BC 6 80.000000 a2

RT2C11 84.350000 a2
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