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PROMOTORAS DO CRESCIMENTO DE PLANTAS DE MILHO (Zea

mays L.). Botucatu, 2007. 57p. Tese (Doutorado em Agronomia/Protecdo de Plantas) —

Faculdade de Ciéncias Agronémicas, Universidade Estadual Paulista.

Autor: HUMBERTO FRANCO SHIOMI
Orientador: MARLI TEIXEIRA DE ALMEIDA MINHONI
Co-orientador: ITAMAR SOARES DE MELO

RESUMO

Doencas de diversas naturezas e etiologias acometem a cultura do milho. O controle dos
fitopatdgenos, na maioria das vezes, € realizado através de cultivares resistentes e/ou
pulverizacdes com fungicidas, cuja utilizacdo indiscriminada resulta em uma série de
problemas, como a contaminacdo ambiental, dos alimentos e dos consumidores, no
aparecimento de populacdes resistentes de patdgenos e na diminuicdo de populacbes de
organismos benéficos ou ndo-alvos. Nesse contexto, os microrganismos endofiticos aparecem
como ferramentas de controle bioldgico de pragas e doengas. Eles compreendem,
principalmente, fungos e bactérias que habitam o interior das plantas sem causar,
aparentemente, danos aos seus hospedeiros. Sua capacidade de biocontrole pode advir de
varios mecanismos, como a producédo de substancias deletérias a fitopatdgenos ou competindo
por espaco e nutrientes. Indiretamente, induzindo resisténcia sistémica no hospedeiro ou pela
producdo de substancias promotoras de crescimento. No presente trabalho, 95 isolados

endofiticos obtidos do milho e isolados de Bacillus subtilis 0G; Bacillus lentimorbus e
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Streptomyces sp. foram testados individualmente in vitro e in vivo, quanto ao antagonismo a
diversos fitopatdgenos e no controle da mancha de Exserohilum turcicum, em condicdes de
casa-de-vegetacdo, pela microbiolizacdo das sementes e da parte aérea das plantas, 72 e 24
horas antes e no mesmo dia da inoculacdo do patégeno. Foi testada, também, a capacidade
desses isolados na promocao de crescimento das plantas de milho. Verificou-se que, através
dos testes de antagonismo in vitro, foi possivel se detectar isolados endofiticos eficazes no
controle da mancha foliar de Exserohilum turcicum em condi¢des de casa-de-vegetacao.
Dentre as bactérias endofiticas do milho selecionadas, Bacillus agaradhaerens foi o isolado
gue mais se destacou, tanto em testes de antagonismo in vitro, como in vivo. Os endofiticos
Bacillus subtilis 0G, Bacillus lentimorbus, Streptomyces sp. e Bacillus agaradhaerens
apresentaram boa eficécia no controle da mancha de Exserohilum, quando aplicados na parte
aérea das plantas de milho, 72 e 24 horas antes e no mesmo dia da inoculagdo do patdgeno.
Bacillus lentimorbus, Streptomyces sp. Os endofiticos Ewingella americana e Morganella
morganii se mostraram eficientes quando aplicados as sementes, resultando em plantas mais

desenvolvidas que o tratamento controle.

Palavras chave: controle biologico de doencas, Exserohilum turcicum, bactérias endofiticas,

Zea mays.
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SUMMARY

Diseases of several natures and etiologies affect the cultivation of maize. The control of plant
pathogens, in most cases, is realized by resistant cultivars and/or spraying with fungicides,
whose indiscriminate use results in a series of problems such as environmental contamination,
food and consumers, the emergence of resistant populations of pathogens and the decrease in
populations of beneficial organisms or non-targets. In this context, the endophytes appear as
tools for the biological control of pests and diseases. They include, principally, fungi and
bacteria that inhabit the inside of plants without cause, apparently, damage to their hosts. His
ability to biocontrol may arise from various mechanisms, such as the production of deleterious
substances to the plant pathogens or competing for space and nutrients. Indirectly, inducing
systemic resistance in the host or by plant-growth promoting. In the present work, 95 maize
endophytes strains and a strain of Bacillus subtilis 0G; Bacillus lentimorbus and Streptomyces
sp. were individually tested in vitro and in vivo conditions, on the antagonism to several fungi
plant pathogens and in control of the Exserohilum turcicum leaf spot under greenhouse
conditions, by the seed microbiolization and by spraying the aerial part of the plants, 72 and
24 hours before and on the same day of the inoculation of the pathogen. It was also tested, the

ability of these strains to maize growth-promotion. It was found that through the antagonism
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tests in vitro, it was possible to detect endophytics strains effectives in the Exserohilum
turcicum leaf spot control under greenhouse conditions. Among the selected maize endophytic
bacteria, Bacillus agaradhaerens was that most stood out in both tests of antagonism in vitro
and in vivo. The endophytes Bacillus subtilis 0G, Bacillus lentimorbus, Streptomyces sp. and
Bacillus agaradhaerens showed good efficacy in the control of Exserohilum turcicum leaf
spot, when applied at the aerial parts of maize, 72 and 24 hours before and on the same day of
the inoculation of the pathogen. Bacillus lentimorbus, Streptomyces sp., Ewingella americana
and Morganella morganii were effective when applied to the seed, resulting in more

developed plants that treatment control.

Keywords: endophytes, maize, Exserohilum turcicum, biological control.



1. INTRODUCAO GERAL

A cultura do milho ocupa uma posicdo de destaque no cenario
agricola, como uma das espécies vegetais mais cultivadas e conhecidas no mundo,
apresentando uma multiplicidade de aplicacfes, tanto na alimentacdo, como servindo de
matéria-prima em diversificados complexos agro-industriais (ANDRADE, 1997).

Estima-se que no ano de 2004, a producédo global de gréos tenha sido
de 2,264 bilhdes de toneladas, das quais a cultura do milho foi responsavel por 721 milhdes,
ou 31,8 % do total. No mesmo periodo, o Brasil ocupou a terceira posi¢do na producgdo de
milho, com uma participacdo ao redor de 6%, ficando atras de Estados Unidos e China,
responsaveis por cerca de 65% da producéo total (SILVA et al., 2006).

Embora tenha havido uma reducéo de 3,3% na oferta de milho a nivel

mundial na safra 2006/2007 em relacdo a 2004/2005, devido a uma queda na rentabilidade da



cultura, o uso industrial do milho tem se mostrado um mercado novo e promissor, apontando
para uma tendéncia de rapida recuperacdo nos precos e em aumento na area plantada em todo
0 mundo. Segundo o Food and Agricultural Policy Research Institute (Instituto de Pesquisa de
Politica Agricola e Alimentar), o uso de milho nos Estados Unidos para a produgdo de etanol,
devera saltar de 40 milhdes de toneladas em 2005, para 105 milhGes em 2015, como parte da
politica estadunidense de substituicdo do uso do petréleo por fontes energéticas mais limpas e
renovaveis. A China, tradicional exportador de milho, estd importando o produto pela primeira
vez em muitos anos, num volume que poderé se elevar rapidamente, a exemplo do que ocorreu
com outras commodities (AGRIANUAL, 2007). Esse cenario aponta para a necessidade do
aumento do potencial produtivo da cultura nos principais paises produtores, entre eles o Brasil,
para suprir essa demanda, incluindo o controle dos fatores que causam a queda na
produtividade.

Doencas de diversas naturezas acometem a cultura do milho,
causando perdas econémicas decorrentes da queda de produtividade e da qualidade das
sementes. A maioria dos patdgenos é controlada por meio de aplicacdes sistematicas de
defensivos agricolas, cuja utilizacdo indiscriminada acarreta uma série de problemas, como a
contaminacdo do ambiente, dos alimentos e dos consumidores, 0 aparecimento de populagdes
resistentes de patdgenos e diminuicdo de populagdes de organismos benéficos ou ndo-alvos
(BETTIOL, 1991; NORDLUND, 1996; SILVA et al., 2004).

Como alternativa ao uso de agroquimicos, o controle bioldgico de
fitopatdgenos tem se apresentado como uma forma promissora e viavel, por meio do uso de
microrganismos como agentes protetores de plantas cultivadas (MELO; VALARINI, 1995;

PUNJA, 1997; BEVIVINO et al., 2000; KUNOH, 2002).



Nesse contexto, 0os microrganismos endofiticos tém sido objeto de
interesse crescente como ferramentas para o controle biologico de pragas e doencas de plantas
nos diferentes agroecossistemas e para outras propriedades importantes, como a producgédo de
hormonios vegetais e outros compostos secundarios, tais como enzimas e farmacos de
interesse biotecnologico (AZEVEDO et al., 2000; STROBEL, 2006). Eles compreendem,
principalmente, fungos e bactérias que habitam o interior das plantas sem causar,
aparentemente, danos aos seus hospedeiros (PETRINI, 1991; HALLMANN et al., 1997). Esta
caracteristica de se desenvolver no interior dos tecidos do hospedeiro pode favorecer a acao
dos microrganismos endofiticos e representa uma vantagem em relacdo ao controle bioldgico
classico, pois potencializa os seus efeitos sobre a planta hospedeira e reduz as conseqliéncias
das variagcOes populacionais, decorrentes da interagdo com outros microrganismos e com 0
meio, que podem inviabilizar a formulacdo de um produto comercial (SHARMA; NOWAK,
1998).

A capacidade de biocontrole dos microrganismos endofiticos pode
advir de varios mecanismos, como a producdo de substancias deletérias aos fitopatdgenos
(M’PIGA et al., 1997) e/ou competindo por espaco e nutrientes. Indiretamente, induzindo
resisténcia sisttmica no hospedeiro (BUCHENAUER, 1998; VAN LOON et al., 1998; VAN
VEES et al., 1999) e/lou pela producdo de substdncias promotoras de crescimento
(HALLMANN et al., 1997; BENT; CHANWAY, 1998; NARISAWA et al., 1998; VARMA et
al., 1999).

Os mecanismos envolvidos na promocédo de crescimento de plantas
podem se apresentar na forma de producdo de substdncias ou metabolitos analogos a

hormonios vegetais, como giberelinas, auxinas e citocininas (BUCHENAUER, 1998;



CATTELAN; HARTEL, 2000; GUTIERREZ-MANERO et al., 2001), ou no estimulo da
producdo desses hormonios por parte do vegetal, onde essas substancias agem sobre a
elongacao e diferenciacéo celular, na emissdo e aumento da permeabilidade de raizes (GLICK;
BASHAN, 1997), no florescimento e no amadurecimento de frutos (LAZAROVITS;
NOWAK, 1997) e através da solubilizacdo e disponibilizacdo de fésforo e nitrogénio para as
plantas (GLICK; BASHAN, 1997). Indiretamente, através da producdo de substancias
antimicrobianas, por competi¢do por nutrientes e espaco com microrganismos fitopatogénicos
e pela inducdo de resisténcia sisttmica no hospedeiro, onde a planta deixa de direcionar a
utilizacdo de energia para combater agentes causadores de doencas, para desenvolver melhor o
seu potencial produtivo.

A mancha foliar de Exserohilum, “northern leaf blight” ou queima das
folhas do milho, causada pelo fungo Exserohilum turcicum (Pass.) Leonard & Suggs,
(teleomorfo Setosphaeria turcica (Luttrell) Leonard & Suggs), € considerada uma das doengas
mais importantes que acometem a cultura do milho (PINTO, 1997).

A doenca estd presente de forma generalizada em todo o mundo
(CARSON; VAN DYKE, 1994), onde os principais danos sdo decorrentes de um
desfolhamento excessivo durante o periodo de enchimento de grédos, resultando em perdas de
50% ou mais em cultivares suscetiveis (FERNANDES; BALMER, 2002). No Brasil, a doenca
representa um problema fitossanitario em todas as regides produtoras, principalmente na
regido Sul e nas chapadas da regido Centro-Oeste (PEREIRA, 1995), onde o patdgeno
encontra as condi¢cBes ambientais propicias para o seu desenvolvimento e o seu controle tém

sido realizado, principalmente, pelo uso de fungicidas e variedades resistentes.



Dessa forma, o presente trabalho teve por objetivos: 1) realizar uma
pré-selecdo de isolados endofiticos do milho antagonicos a fitopatdgenos desafiantes em testes
de antagonismo in vitro; 2) identificar os isolados mais promissores através da anélise do
perfil dos &cidos graxos da membrana da parede celular; 3) confirmar a protecdo verificada
nos testes de antagonismo in vitro, em testes em vasos sob condic¢Oes de casa-de-vegetacao,
pela inoculacdo dos endofiticos via sementes e via parte aérea das plantas de milho; 4)
verificar a eficacia do modo de aplicacdo dos endofiticos pre-selecionados em dar protecéo as
plantas de milho frente a Exserohilum turcicum; 5) verificar a capacidade dos isolados
endofiticos selecionados em dar protecdo a E. turcicum, pela microbiolizacdo da parte aérea
72 e 24 horas antes e concomitantemente a inoculacdo de E. turcicum, sob condicbes de casa-
de-vegetacdo e 6) verificar a capacidade dos endofiticos do milho selecionados na promocéo

de crescimento de plantas de milho em testes em vasos e sob condic¢des de casa-de-vegetacao.



PROMOGCAO DO CRESCIMENTO DE PLANTAS DE MILHO POR BACTERIAS

ENDOFITICAS ANTAGONICAS A FUNGOS FITOPATOGENICOS

MAIZE GROWTH PROMOTION BY ENDOPHYTIC BACTERIA ANTAGONIC

TO PLANT PATHOGENIC FUNGI
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RESUMO

SHIOMI, H.F.; MELO, I.S.; MINHONI, M.T.A. Promoc¢édo do crescimento de plantas de
milho por bactérias endofiticas antagbnicas a fungos fitopatogénicos. Scientia

Agraria, 2007.

Com o objetivo de se obter uma selecdo de agentes de biocontrole de fitopatdgenos
rapida e eficiente, muitos métodos de pré-selecdo tem sido utilizados, visando reduzir o
tempo e custo dispendido em testes de campo. No presente trabalho foi realizada uma
selecdo de bactérias endofiticas com acdo antagbnica a fungos fitopatogénicos em testes in
vitro e a verificacdo da capacidade dos isolados selecionados, em promover o crescimento
de plantas de milho. De um total de 95 isolados de bactérias endofiticas do milho, seis foram
selecionados quanto a inibigdo a Pythium aphanidermatum e identificados através da analise
do perfil dos acidos graxos da membrana da parede celular, em espectrofotbmetro gasoso. A
essa selecdo, foram incluidos um isolado de Bacillus subtilis 0G, Bacillus lentimorbus e
Streptomyces sp. e testados quanto ao antagonismo a Rhizoctonia solani, Fusarium
moniliforme, Sclerotium rolfsii e Exserohilum turcicum. Posteriormente, os nove isolados
foram testados quanto a promocéao do crescimento de plantas de milho. Para isso, sementes
foram bacterizadas com uma suspensdo de 10° ufc mL™* e semeadas em vasos, sob
condicdes de casa-de-vegetacdo. Trinta dias ap0s a semeadura, avaliou-se: a altura, peso
da matéria-seca e numero de folhas das plantas. Verificou-se que os endofiticos B. subtilis
0G, B. lentimorbus e Streptomyces sp., apresentaram acao antagbnica superior aos demais,
com taxas de inibicdo entre 49% e 54%. Dentre os endofiticos do milho, Bacillus
agaradhaerens foi 0 que mais se destacou, com taxas de inibicdo variando entre 44% e 50%

e indicando uma inespecificidade de a¢do. Quanto a promoc¢do do crescimento, Ewingella
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americana e Morganella morganii se destacaram dos demais endofiticos, com plantas
significativamente mais altas que a testemunha (11,06% e 14,01%, respectivamente). Para
0S outros parametros avaliados nao foram observadas diferencas significativas entre os
tratamentos. Pode-se especular que esses endofiticos possam estar agindo por antibiose, no
qual a planta deixaria de direcionar energia para o controle de patdégenos, pela protecado
oferecida por esses agentes, e, assim, podendo desenvolver melhor o seu potencial
produtivo; ou pela producé@o de substancias analogas a hormdnios vegetais ou induzindo o
hospedeiro a produzir hormbénios vegetais, como auxinas, giberelinas ou citocininas. Este
estudo, embora preliminar, permite vislumbrar o potencial de uso dos isolados endofiticos na
supressdo de doencas em diferentes sistemas patdégeno-hospedeiro em testes
subsequentes, pelo tratamento de sementes ou de plantas sob condigcbes de casa-de-
vegetacao e a campo.

Palavras-chave: promocéo de crescimento, milho, endofiticos, controle biolégico

ABSTRACT

SHIOMI, H.F.; MELO, L.S.; MINHONI, M.T.A. Maize growth promotion by endophytic

bacteria antagonic to plant pathogenic fungi. Scientia Agraria, 2007.

In order to obtain a selection of biocontrol agents of plant pathogens fast and efficient,
several methods of pre-selection has been used, to reduce the time and cost expended in the
field tests. In the present work was performed a selection of endophytic bacteria with
antagonic action to plant pathogen fungi in in vitro tests and verification of the ability of the
individual strains selected, to the growth promote maize plants. Out of a total of 95 isolates of

endophytic bacteria of maize, six were selected on the inhibition to Pythium aphanidermatum
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and identified through analysis of the profile of the fatty acids of the membrane of the cell
wall. In this selection, were included one isolate of Bacillus subtilis 0G, Bacillus lentimorbus
and Streptomyces sp. to verify the antagonism to Rhizoctonia solani, Fusarium moniliforme,
Sclerotium rolfsii and Exserohilum turcicum. Later, the nine isolates were tested as growth
promoters of maize plants. Therefore, seeds were inoculated with a suspension of 10° cfu

mL?

and sown in pots, under greenhouse conditions. Thirty days after sowing, was
evaluated: the height, weight of dry matter and number of leaves of the plants. It was found
that B. subtilis 0G, B. lentimorbus and Streptomyces sp. showed more antagonic action to the
other, with inhibition rates ranging between 49% and 54%. Among the maize endophytes,
Bacillus agaradhaerens was what stood out most, with rates of inhibition ranging between
44% and 50%, indicating a unespecificity action. As for the growth promotion, Ewingella
americana and Morganella morganii was highlighted the others, with plants significantly
higher that the control treatment (11.06% and 14.01% respectively). For other parameters
evaluated no significant differences were observed among treatments. We can speculate that
these endophytics may be acting by antibiosis, in which the plant would not target energy for
the control of pathogens, the protection offered by these agents, and thus can better develop
its productive potential, or for the production of similar substances in plant hormones or
inducing the host plant to produce hormones, as auxins, giberelins or citocinins. This study,
though preliminary, to discern the potential for use of endophytics strains to the control of
plant diseases in different host-pathogen systems in subsequent tests, by the treatment of

seeds or plants under greenhouse and field conditions.

Key-words: growth-promotion, maize, endophytes, biological control
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1.1. INTRODUCAO

Recentemente, o interesse pela utilizacdo de microrganismos endofiticos como
ferramentas de biocontrole de fitopatbgenos nos diferentes agroecossistemas tem
aumentado em importancia, devido a necessidade de se buscar alternativas viaveis ao uso
de agroquimicos e dos problemas decorrentes de sua utilizacdo indiscriminada, como a
contaminacdo ambiental, dos alimentos e dos consumidores, o aparecimento de populacdes
resistentes de patdgenos e diminuicdo de populac¢des de organismos benéficos ou ndo-alvos
(BETTIOL, 1991; NORDLUND, 1996; SILVA et al., 2004).

Eles compreendem, principalmente, fungos e bactérias que habitam o interior das
plantas sem causar, aparentemente, danos aos seus hospedeiros (PETRINI, 1991;
HALLMANN et al.,, 1997). A sua capacidade de biocontrole pode advir de Varios
mecanismos, como a producdo de substancias deletérias aos fitopatégenos (M'PIGA et al.,
1997) ou competindo por espago e nutrientes. Indiretamente, induzindo resisténcia sistémica
no hospedeiro (BUCHENAUER, 1998; VAN LOON et al., 1998; VAN VEES et al., 1999) ou
pela producdo de substancias promotoras de crescimento (HALLMANN et al., 1997; BENT e
CHANWAY, 1998; NARISAWA et al., 1998; VARMA et al., 1999).

Os mecanismos envolvidos na promocdo de crescimento de plantas podem se
apresentar na forma de producdo de substdncias ou metabdlitos analogos a hormdnios
vegetais, como giberelinas, auxinas e citocininas (BUCHENAUER, 1998; CATTELAN e
HARTEL, 2000; GUTIERREZ-MANERO et al., 2001), ou no estimulo da producdo desses
horménios por parte do vegetal, onde essas substédncias agem sobre a elongagédo e
diferenciacdo celular, na emissdo e aumento da permeabilidade de raizes (GLICK e
BASHAN, 1997), no florescimento e no amadurecimento de frutos (LAZAROVITS e NOWAK,
1997). Também, através da solubilizacdo e disponibilizacdo de fésforo e nitrogénio para as

plantas (GLICK e BASHAN, 1997). Indiretamente, através da produgcdo de substéncias
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antimicrobianas, por competicdo por nutrientes e espago com microrganismos que possam
ser fitopatogénicos e pela inducédo de resisténcia sistémica no hospedeiro, a planta deixa de
direcionar a utilizacdo de energia para combater agentes causadores de doencas,
desenvolvendo melhor o seu potencial produtivo.

Com o objetivo de se obter agentes de controle bioldgico potencialmente eficientes, um
grande nimero de microrganismos tém sido pré-selecionados em testes de antagonismo in
vitro, devido as dificuldades apresentadas pelos métodos de selecdo realizados a campo,
como o custo, mao-de-obra, tempo e espaco necessarios serem elevados (XIUJUN et al.,
1996).

Os testes de antagonismo in vitro tém a capacidade de detectar os principais
mecanismos de acao utilizados por agentes de controle biolégico sobre fitopatégenos, como
antibiose, competicdo por nutrientes e parasitismo (MARIANO, 1993). Essa técnica,
normalmente é realizada sobre placas com agar, mensurando-se o halo de inibicdo entre as
colénias, que varia de acordo com a eficiéncia do metabdlito produzido pelo agente de
controle biolégico (QUEIROZ, 2003).

Assim, o presente trabalho teve por objetivo realizar uma selecdo de bactérias
endofiticas, com potencial de uso como agentes de biocontrole, através de testes de
antagonismo in vitro, frente a fungos fitopatogénicos desafiantes; a identificacdo dos isolados
mais promissores, através da analise do perfil dos &cidos graxos da membrana da parede
celular em cromatdgrafo a gas e a capacidade dos isolados selecionados em promover o

crescimento de plantas de milho.

1.2. MATERIAL E METODOS

1.2.1. Testes de antagonismo in vitro
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Todos os isolados de microrganismos utilizados no presente projeto foram retirados da
colecdo de culturas do Laboratério de Microbiologia Ambiental da EMBRAPA - Meio
Ambiente, em Jaguariina-SP.

Noventa e cinco isolados de bactérias endofiticas, coletados das raizes e da parte
aérea de cultivos de milho das cidades paulistas de Holambra, Lins, Ouroeste e Salto
Grande, conservados em 6leo mineral a 20 + 2 °C, foram multiplicados em meio TSBA a 25
+ 2 °C e incubados 48 horas e submetidos a uma sele¢cdo massal, realizada através de
testes de antagonismo in vitro, frente ao fitopatégeno Pythium aphanidermatum. Para isso,
foram colocados 4 isolados endofiticos diferentes por placa contendo meio BDA (Figura 1A).
Estes foram dispostos na forma de uma estria, equidistantes e nas extremidades das placas.
No centro, foi colocado um disco de 0,5 cm de diametro, contendo a cultura do patdégeno.
Uma placa contendo um disco de 0,5 cm com propégulos de P. aphanidermatum, sem a
presenca de qualquer isolado endofitico serviu de tratamento controle. O periodo de tempo
necessario para que o micélio do patégeno tomasse toda a superficie da placa contendo o
meio de cultura, serviu de parametro para indicar o momento de avaliar a inibicdo, a qual foi
realizada através de andlise visual e em apenas uma repeti¢éo por isolado.

Apoés essa pré-selecdo, os isolados mais promissores foram testados quanto a acao
antagbnica a Fusarium moniliforme, Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii e Exserohilum
turcicum. Um isolado das bactérias Bacillus subtilis 0G e Bacillus lentimorbus e da
actinobactéria Streptomyces sp., selecionados em estudos anteriores quanto ao seu
potencial como agentes de controle biolégico de fitopatdgenos, também foram incluidos nos
estudos.

Culturas dos fitopatégenos, conservadas em frascos de vidro com agua esterilizada e a
20 °C, foram transferidas assepticamente e incubadas a 25 + 2 °C em meio BDA, para

posterior utilizacdo nos ensaios experimentais. Discos de meio de cultura de 0,5 cm de
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diametro foram retirados da borda da colbnia ativa, contendo os isolados de fungos
fitopatogénicos e colocados em placas de Petri contendo meio BDA. Num ponto equidistante
da placa, com o auxilio de uma alca de platina, foi feita uma estria contendo propagulos do
isolado endofitico a ser testado (Figura 1B). O tratamento controle consistiu da colocacéo,
sobre a placa de Petri, de apenas um disco de meio de cultura contendo culturas do
fitopatdgeno.

O periodo de tempo necessario para que o micélio do fitopatégeno, sem a presenca do
isolado endofitico se desenvolvesse sobre todo 0 meio de cultura foi estabelecido como o
momento de avaliacdo do halo de inibicdo, nos tratamentos contendo o isolado endofitico a
ser testado, os quais foram incubados a 24 =+ 2 °C e num delineamento experimental
inteiramente casualizado com 3 repeticdes. Os dados foram submetidos a andlise de

variancia e teste de Tukey (5%).

1.2.2. lIdentificacdo dos isolados endofiticos selecionados em testes de
antagonismo in vitro pela analise do perfil dos acidos graxos da membrana da parede
celular (FAME)

Os isolados endofiticos selecionados nos testes de antagonismo ‘in vitro’ foram
identificados, conforme o descrito por COSTA (2005). Inicialmente, os isolados foram
multiplicados em meio TSBA (Merck) por 48 horas a 25 + 2 °C para adaptacéo ao meio de
cultura. Apds, foram transferidos pelo método das estrias cruzadas, para o meio TSBA
(BBL), onde foram incubados por 24 horas a 25 + 2 °C. Com uma al¢ca de metal, foram
coletadas 4 alcadas cheias de células bacterianas do terceiro quadrante riscado na placa e
transferidas para tubos Kimax (13mm x 100 mm), de uso especifico para cromatografia. Um
tubo contendo apenas os reagentes utilizados no processo serviu como ‘padrdo zero’ ou

‘branco’ da analise e foi submetido a leitura no cromatografo, para afericdo da qualidade da
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extracdo das amostras pelos reagentes durante o processo analitico. Com uma pipeta
calibrada foi adicionado 1,0 + 0,1 mL do reagente de saponificacdo sobre os tubos contendo
as células bacterianas. Estes foram lacrados com uma tampa de teflon, agitados por 5-10
segundos em agitador do tipo ‘Vortex’ e colocados em banho de &gua fervente por 5
minutos, sendo transferidos, em seguida, para banho de agua a temperatura ambiente. Apés
o resfriamento, foram novamente agitados por 5-10 segundos e colocados de volta ao banho
de agua fervente por mais 25 minutos, seguido de banho em agua a temperatura ambiente
até o seu esfriamento. Aos tubos esfriados foram colocados 2,0 + 0,1 mL do reagente de
metilagdo com uma pipeta calibrada. Apés, estes foram agitados por 5-10 segundos em
agitador do tipo ‘Vortex’ e aquecidos a 80 + 1 °C por 10 minutos. Em seguida os tubos foram
colocados em banho de agua a temperatura ambiente para esfriamento. Com uma pipeta
calibrada foi adicionado aos tubos 1,25 + 0,1 mL do reagente de extragdo, os quais foram
centrifugados em rotator clinico (Fisher M246) por 10 minutos. Apés, descartou-se a fase
aquosa (inferior) com o auxilio de pipetas de Pasteur, de vidro e haste longa. Apoés,
procedeu-se a lavagem da fase organica das amostras que permaneceram nos tubos, pela
adicdo de 3,0 £ 0,1 mL do reagente de lavagem e agitacdo em rotator clinico por 5 minutos.
Apés, cerca de dois tercos da fase organica da amostra foram retirados com pipetas de vidro
e transferidas para tubos ‘vial’, especificos para leitura no aparelho de cromatografia gasoso

(Agilent 6580)

1.2.3. Promocdo de crescimento de plantas de milho pela microbiolizacdo das
sementes com bactérias endofiticas

Sementes de milho, hibrido comercial AS-1548 (Agroeste Sul Sementes S.A) tratadas
guimicamente, tiveram os fungicidas removidos previamente, segundo os procedimentos

descritos por BACON et al. (1994). As sementes foram imersas em agua de torneira e
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colocadas em agitador magnético por 5 minutos. Em seguida foram imersas em solucao de
alcool etilico a 70% por 3 minutos e lavadas imediatamente em agua de torneira por 5 vezes.
Por dltimo, nova imersdo das sementes foi feita em solugéo de hipoclorito de sédio por 3
minutos em agitador magnético, seguido de lavagem em agua destilada por 5 vezes.

Culturas de microrganismos antagonistas foram cultivadas em meio TSBA por 48 horas
a 25 + 2 °C e suas respectivas suspensdes de células bacterianas preparadas com o ajuste
de turbidez pela escala de Mc Farland, estimando-se a concentracdo de bactérias e
actinobactérias a 10° ufc mL™* (MANTOVANELLO e MELO, 1994). As sementes de milho
foram inoculadas, através de imersdo em suspensdao, contendo células do antagonista por
60 minutos e sob agitacao.

As sementes de milho microbiolizadas com os isolados endofiticos selecionados, foram
colocadas para germinar em vasos de 5 litros de capacidade, contendo latossolo vermelho-
amarelo ndo esterilizado, adicionado de 1,0 g. dm™ de solo de N-P-K (4-14-8) e 1,5 g. dm™®
de solo calcéario calcitico e do substrato comercial Multiplant (Terra do Paraiso LTDA) na
proporcao 1:3 (v/v) e transferidas para casa de vegetacdo a 25 + 5 °C e sob irrigacdo diaria.
Cada parcela experimental consistiu de um vaso com 5 plantulas em 3 repeticées, num
delineamento em blocos ao acaso, onde cada isolado endofitico representou um tratamento.
Sementes tratadas com agua destilada esterilizada constituiram o tratamento controle.

Decorridos 30 dias apdés a semeadura, realizou-se a avaliacdo da altura das plantas,
namero de folhas e peso da matéria-seca da parte aérea, com o0 objetivo de se verificar a
capacidade dos isolados endofiticos em promover o crescimento de plantas de milho. Os

dados foram submetidos a analise de variancia e teste de Tukey (5%).

1.3. RESULTADOS E DISCUSSAO



240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263

264

17

De uma forma geral, todos os isolados selecionados quanto ao antagonismo a Pythium
aphanidermatum (Tabela 1.1) apresentaram a¢ao antagbnica aos patdgenos desafiantes nos
testes subsequentes (Tabela 1.2). Embora Streptomyces sp. ndo tenha inibido o crescimento
micelial de Sclerotium rolfsii, verificou-se que este isolado e as rizobactérias endofiticas
Bacillus subtilis 0G e B. lentimorbus, apresentaram atividade antagOnica superior aos
demais, indicando uma inespecificidade de acgdo, permitindo vislumbrar a possibilidade de
sua utilizacdo em diferentes sistemas patégeno-hospedeiro. Resultados semelhantes foram
obtidos por MELO e VALARINI (1995), que observaram uma forte acdo antagonistica de B.
subtilis OG contra alguns patégenos de raizes de feijoeiro, como Fusarium solani, Sclerotinia
sclerotiorum e Rhizoctonia solani, em testes in vitro. Em testes in vivo o isolado apresentou
um controle de 100% sobre a podriddo radicular em plantas de pepino, causada por F.
solani. Da mesma forma, AMORIM e MELO (2002) observaram a inibicdo do crescimento
micelial de Phytophthora parasitica e P. citrophthora pela agédo de B. subtilis 0G e B. subtilis
RC2, na ordem de 52% em testes in vitro. Em plantulas de citros, B. subtilis 0G e B. subtilis
RC2 conferiram uma protecdo de 100% e 85,7%, respectivamente. Acredita-se que o0s
mecanismos de acdo dessas rizobactérias em controlar os fitopatégenos esteja relacionada
a producdo de compostos toxicos (antibiose) e de sideroforos (competicdo por ferro)
(AMORIM e MELO, 2002). Os endofiticos B. lentimorbus e B. subtilis tem sido relatados no
controle de doencas de plantas em alguns trabalhos como os realizados por
MONTEALEGRE et al. (2003), que observaram a ocorréncia da inibicdo do crescimento
micelial de Rhizoctonia solani em culturas pareadas e por antibioticos extraidos desses
agentes de biocontrole. SHIOMI et al. (2006) verificaram a supressdo da ferrugem do
cafeeiro, em testes de germinacdo de urediniosporos, discos de folhas, folhas destacadas e
em plantulas de café por B. lentimorbus. Muitas linhagens de Streptomyces ou seus

produtos sdo conhecidos por suprimir o crescimento de fitopatégenos, tanto em testes sob
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condicdes de laboratdrio, como de campo (LIU et al., 1995; YOU et al.,, 1996; TREJO-
ESTRADA et al., 1998; SABARATNAN e TRAQUAIR, 2002).

Dentre os endofiticos do milho, o isolado 12R2d/a, identificado como Bacillus
agaradhaerens (Tabela 1.1), proveniente do sistema radicular, apresentou as maiores taxas
de inibicdo aos patégenos desafiantes, em relacdo aos isolados endofiticos da parte aérea.
Este isolado, dentre todos os endofiticos do milho pré-selecionados, foi o Unico que inibiu o
crescimento de S. rolfsii, a exemplo de B. subtilis e B. lentimorbus. Alguns trabalhos
demonstram a capacidade de B. agaradhaerens em produzir enzimas extracelulares como
endoglucanases (HIRASAWA et al., 2006, MELANDER et al., 2006), relacionadas a
degradacdo da parede celular de fitopatbgenos como Phytophthora cinnamomi (EL-
TARABILY et al., 1996) e Phytophthora fragariae (VALOIS et al., 1996).

Com relagédo a promocgéao do crescimento, Ewingella americana e Morganella morganii
se destacaram dos demais isolados, resultando em plantas significativamente mais altas que
a testemunha (11,06% e 14,01%, respectivamente) (Tabela 1.3). Para os outros parametros
avaliados, nimero de folhas e peso seco da matéria-seca da parte aérea das plantas, nao foi
observada diferenca significativa entre os tratamentos. Pode-se especular a possibilidade da
ocorréncia de mais de uma forma de agéo por parte de E. americana e M. morganii, como a
antibiose, na qual a planta deixaria de direcionar energia para o controle de patdgenos,
devido & protecdo oferecida pelos agentes de controle bioldégico em questdo, podendo
desenvolver melhor o seu potencial produtivo; ou mesmo pela producdo de substancias
anadlogas a hormoénios vegetais. Também, poderiam induzir o hospedeiro a produzir
hormbnios vegetais, como auxinas, giberelinas ou citocininas, que poderiam auxiliar na
ocorréncia de plantas mais altas. Embora ndo se tenha observado a ocorréncia de Ewingella
americana como agente de biocontrole de fitopatégenos, ha relatos da sua aparente acéo

antagdnica a Burkholderia gladioli pv. agaricicola, em basidiomas de Agaricus bisporus
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(CHOWDHURY e HEINEMANN, 2006) e de sua acdo micopatogénica sobre o basidioma de
Agaricus bisporus, Lentinula edodes e Pleorotus ostreatus (INGLIS e PEBERDY, 1997,
INGLIS et al.,, 2000; REYES et al., 2004). INGLIS e PEBERDY (1997) observaram a
producéo, por E. americana, de endoquitinases com acédo quitinolitica sobre o basidioma de
A. bisporus, o que poderia explicar a forma com que o agente de biocontrole tenha agido na
promoc¢do de crescimento do milho no presente trabalho, no qual, através do controle de
possiveis fitopatdgenos em condi¢des de cultivo, a planta poderia dirigir a sua energia no
préprio desenvolvimento. ndo foram encontrados relatos da acdo de X. axonopodis no

controle de fitopatdégenos ou na promocéao de crescimento vegetal.
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Tabela 1.1. Identificacdo dos microrganismos endofiticos do milho obtidos por selecéo
massal, quanto ao perfil de acidos graxos da membrana celular (FAME).

Cadigo Identificacdo indice de Matriz de
similaridade ! isolamento
P10F2 Escherichia coli GC subgrupo B 0,574 Folha
P10F4 Morganella morganii 0,650 Folha
P10F5 Ewingella americana 0,539 Folha
14F4a Xanthomonas axonopodis 0,529 Folha
16F2g Microbacterium imperiale 0,806 Folha
12R2 d/a Bacillus agaradhaerens 0,892 Raiz

! parametro de semelhanca entre a amostra e a biblioteca do programa MIDI — Sherlock
Microbial Identification System

Tabela 1.2. Inibicdo do crescimento micelial de fitopatdgenos por microrganismos endofiticos
em testes de antagonismo in vitro.

R. solani S. rolfsii F.moniliforme E. turcicum

Tratamento R.C* I.R? (%) R.C. I.R. R.C. I.R. R.C. I.R.
(cm) (cm) (%) (cm) (%) (cm) (%)

Controle 6,33a* 0,00 6,632 0,00 6,50a* 0,00 7,22a* 0,00
P10F2 4,27b 32,54 573b 13,57 4,33c 33,38 3,20c 44,32
P10F4 4,47b 29,38 6,00ab 9,50 3,93cd 39,54 3,80c 47,57
P10F5 4,20b 33,65 5,90ab 11,01 4,07c 37,38 4,32bc 40,17
14F4a 5,93a 6,32 6,00ab 9,50 6,07ab 6,61 497b 31,16
16F2g 6,13a 3,16 6,302 4,98 537b 17,38 5,05b 30,06
B. subtilis 0G 3,23¢c 48,97 3,80c 42,68 3,00e 53,84 3,85bc 46,68

B. lentimorbus 3,23c 48,97 3,70c 44,19 3,23de 50,31 3,55c 50,83
Streptomyces sp.  4,33b 32,00 6,13ab 4,52 3,53cd 45,69 4,05bc 43,91
12R2 d/a 3,56¢C 43,76 440b 33,63 3,10e 52,31 3,65¢c 49,45

CV (%) 4,54 4,87 6,64 11,05

* Médias ndo seguidas pela mesma letra diferem entre si, ao nivel de 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey.

! Raio médio da coldnia

ZInibic&o relativa, onde:

I.R.(%) = (RC-RX) x 100, sendo:
RC
RC = raio da coldnia do patégeno no tratamento controle
RX = raio da col6nia do patégeno pareada com o isolado endofitico



436
437
438

439
440
441

25

Tabela 1.3. Efeito da microbiolizacdo de sementes de milho com endofiticos antagonistas no
controle da mancha foliar de Exserohilum turcicum e em alguns parametros fisiolégicos das

plantas.
Isolado Altura das N° de folhas Peso seco da parte
plantas (cm) aérea (9)
Controle (agua) 79,53 b* 5,06 abc 12,08 a
Escherichia coli GC subgrupo B 86,00 ab 4,80 bc 13,09 a
Morganella morganii 90,67 a 4,93 abc 13,55 a
Ewingella americana 88,33 a 5,60 a 12,98 a
Xanthomonas axonopodis 82,47 ab 5,07 abc 12,77 a
Microbacterium imperiale 85,47 ab 5,27 abc 13,48 a
Bacillus subtilis 0G 86,00 ab 5,40 ab 13,23 a
Bacillus lentimorbus 87,80 ab 5,60 a 14,37 a
Streptomyces sp. 86,53 ab 5,13 abc 11,41 a
Bacillus agaradhaerens 85,20 ab 4,67 c 14,18 a
CV (%) 8,51 11,09 13,18

* Médias nao seguidas pela mesma letra diferem entre si, ao nivel de 5% de probabilidade

pelo teste de Tukey.
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Figura 1.1.A. Modelo esquemético de
antagonismo in vitro utlizado, para a
realizacéo de selecdo massal de endofiticos
do milho.

26

Fitopatégeno Endofitico

Figura 1.1.B. Modelo esquemético de
antagonismo in vitro utilizado, para testes de
antagonismo com os isolados endofiticos
selecionados.

Figura 1.2. Acdo antagonica de Bacillus subtilis 0G a Sclerotium. rolfsii.
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Figura 1.3. Acdo antagonica de Bacillus lentimorbus a Rhizoctonia solani.
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Figura 1.4. Acdo antagonica de Bacillus agaradhaerens (a) e Streptomyces sp. (b) a
Exserohilum turcicum.
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EFEITO DO MODO DE APLICACAO DE BACTERIAS ENDOFITICAS NA SUA EFICACIA
SOBRE O BIOCONTROLE DA MANCHA DE Exserohilum turcicum EM PLANTAS DE

MILHO (Zea mays L.)

EFFECT OF APPLICATION MODE OF ENDOPHYTIC BACTERIA ON THEIR

EFFECTIBENESS IN BIOLOGICAL CONTROL Exserohilum turcicum leaf spot
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RESUMO

SHIOMI, H.F.; MELO, I.S.; MINHONI, M.T.A. Efeito do modo de aplicacdo de bactérias
endofiticas na sua eficacia sobre o biocontrole da mancha de Exserohilum turcicum

em plantas de milho (Zea mays L.). Scientia Agraria, 2007.

O presente trabalho teve por objetivo avaliar o modo de aplicacdo de nove isolados de
bactérias endofiticas selecionados quanto ao antagonismo a fungos fitopatogénicos, na sua
eficacia no biocontrole da mancha foliar de Exserohilum turcicum. Os endofiticos foram
submetidos a dois modos de inoculacdo em milho: através da microbiolizacdo das sementes
e pela pulverizacdo da parte aérea das plantas em diferentes periodos (72 e 24 horas antes
e no mesmo dia da inoculagdo do patégeno) em cultivos sob condi¢cdes de casa-de-
vegetacdo. Nos testes em que houve a pulverizacdo da parte aérea das plantas de milho
com os isolados endofiticos, verificou-se que os isolados Bacillus subtilis 0G, Bacillus
lentimorbus Streptomyces sp. e Bacillus agaradhaerens se destacaram dos demais,
reduzindo a severidade da doenca em todos os intervalos de aplicacdo testados, na ordem
de 16 a 39%. Dentre os endofiticos do milho, Bacillus agaradhaerens foi o mais eficiente.
Nos testes em que houve a microbiolizacdo das sementes, os isolados B. lentimorbus,
Streptomyces sp., Ewingella americana e Xanthomonas axonopodis foram os mais
eficientes, com um controle relativo variando entre 23% e 35%. Pode-se especular a
possibilidade de estar ocorrendo mais de um modo de acdo por parte dos endofiticos
antagonistas, uma vez que atividades de inibicdo foram observadas em testes especificos,
como antagonismo in vitro e pela aplicagdo dos agentes de controle biolégico nas sementes
de milho ou na parte aérea das plantas, no qual é possivel que o controle se dé através da

inducao de resisténcia sistémica no hospedeiro.
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Palavras-chave: Exserohilum turcicum, controle bioldgico, endofiticos, milho

ABSTRACT

SHIOMI, H.F.; MELO, L.S.; MINHONI, M.T.A. EFFECT OF APPLICATION MODE OF
ENDOPHYTIC BACTERIA ON THEIR EFFECTIBENESS IN BIOLOGICAL CONTROL

Exserohilum turcicum leaf spot, Scientia Agraria, 2007.

The present study aimed assess the mode of application of nine strains of endophytic
bacteria selected by the antagonism action to plant pathogenic fungi on their effectiveness in
the biological control of Exserohilum turcicum leaf spot. The endophytes were subjected to
two modes of inoculation in corn: through the seed microbiolization and the aerial spraying of
maize plants in different times (72 and 24 hours before and in the same day of the pathogen
inoculation) in crops under greenhouse conditions. In tests in which there was a spraying of
the aerial part of maize plants with the endophytes, it was found that the isolated Bacillus
subtilis 0G, Bacillus lentimorbus, Streptomyces sp. and Bacillus agaradhaerens be
highlighted from the others, reducing the severity of the disease in all intervals of application
tested in the order of 16 to 39%. Among the maize endophytes, B. agaradhaerens was the
most efficient. In tests in which there was a seed microbiolization, the strain B. lentimorbus,
Streptomyces sp., Ewingella americana and Xanthomonas axonopodis were the most
efficient, with a control on ranging between 23% and 35%. We can speculate the possibility to
be occurring more than one mode of action by endophytes biocontrol agents, because
inhibition activities were observed in specific tests, such as in vitro antagonism and the
application of biological control agents in corn seeds and in the aerial part of maize plants, in

that the control is possible to give through the systemic resistance induction in the host.
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Key-words: Exserohilum turcicum, biological control, endophytics, maize

2.1. INTRODUCAO

A cultura do milho ocupa uma posicao de destaque como uma das espécies vegetais
mais cultivadas e conhecidas no mundo, apresentando uma multiplicidade de aplicacdes,
tanto na alimentacdo, como servindo de matéria-prima em diversificados complexos agro-
industriais (ANDRADE, 1997).

Esta espécie vegetal é acometida por varios agentes causadores de doencas, das mais
variadas naturezas, cujo controle, na maioria das vezes, € realizado através de variedades
resistentes e por aplicacdes sistematicas de agroquimicos. Entre os principais fitopatdgenos,
destaca-se o fungo Exserohilum turcicum (Pass.) Leonard & Suggs, (teleomorfo
Setosphaeria turcica), causador da mancha foliar de Exserohilum, “northern leaf blight” ou
gueima das folhas do milho (PINTO, 1997).

A doenca ocorre de forma generalizada em todo o mundo (CARSON e VAN DYKE,
1994), causando perdas econfmicas superiores a 50%, decorrentes de um desfolhamento
excessivo durante o periodo de enchimento de grdos (FERNANDES e BALMER, 2002). No
Brasil, a doenca ocorre em todas as regifes produtoras, principalmente na regido Sul e nas
chapadas da regido Centro-Oeste (PEREIRA, 1995), onde o patégeno encontra as
condi¢cdes ambientais propicias para o seu desenvolvimento.

O uso indiscriminado de agroquimicos e os problemas decorrentes de sua utilizacao,
assim como a pressao da sociedade por alimentos mais saudaveis e pela preservagéo dos
ecossistemas, tém aumentado a busca por ferramentas alternativas ao uso de biocidas, que
sejam eficientes no controle de fitopatbgenos nos mais variados agroecossistemas

(BETTIOL, 1991; NORDLUND, 1996; SILVA et al., 2004).
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Nesse contexto, 0s microrganismos tém se apresentado como uma alternativa
promissora e viavel no biocontrole de fitopatdgenos nos mais variados patossistemas (LIMA
et al.,, 1994; NARISAWA et al., 1998) e na promog¢éo de crescimento vegetal (CHEN et al.,
1996; NARISAWA et al., 1998; SILVA et al., 2004).

A supressdo de doencas pode estar relacionada a diversos mecanismos, como a
antibiose (STURZ et al, 1998) e competicdo por nutrientes (MARI et al., 1996).
Indiretamente, pela produgéo de substancias promotoras de crescimento (HALLMANN et al.,
1997; BENT e CHANWAY, 1998; NARISAWA et al., 1998; VARMA et al., 1999) ou através
de inducédo de resisténcia sistémica no hospedeiro (BUCHENAUER, 1998; VAN LOON et al.,
1998; VAN VEES et al., 1999)

Para que haja um controle eficiente de um fitopatégeno por um determinado agente de
controle bioldgico, ha a necessidade de se levar em consideracéo alguns fatores, como, por
exemplo, a melhor forma introduzi-lo no hospedeiro. Muitos tém sido inoculados através da
microbiolizacdo das sementes (SILVA et al., 2004), ou mesmo no sistema radicular das
plantas (MASSOMO et al., 2004). Outros pela pulverizacdo da parte aérea das plantas com
propagulos do agente de biocontrole (BETTIOL et al., 1994; SHIOMI et al., 2006).

Assim, o presente trabalho tem por objetivo verificar o efeito do modo de aplicagdo de
isolados endofiticos do milho, na supressao de Exserohilum turcicum, em testes sob
condicdes de casa-de-vegetacao, através da microbiolizacdo das sementes e da parte aérea
de plantas de milho, com agentes de biocontrole, selecionados previamente quanto ao

antagonismo in vitro a diversos fitopatdgenos.

2.2. MATERIAL E METODOS

2.2.1. Cultivo e multiplicacdo de microrganismos
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Todos os isolados de microrganismos utilizados no presente trabalho foram obtidos da
colecdo de culturas do Laboratério de Microbiologia Ambiental da EMBRAPA - Meio
Ambiente, em Jaguariina-SP.

Nesse estudo foram incluidos um isolado dos endofiticos Bacillus subtilis 0G, Bacillus
lentimorbus e Streptomyces sp. e seis isolados de bactérias endofiticas do milho (Tabela
2.1.), pré-selecionados quanto a atividade antagbnica a Pythium aphanidermatum,
Rhizoctonia solani,, Fusarium moniliforme, Sclerotium rolfsii e Exserohilum turcicum em

testes in vitro. Os isolados, conservados em 6leo mineral a 20 + 2 °C, foram multiplicados em

meio TSBA a 25 + 2 °C e incubados por 48 horas.

2.2.2. Bioensaio em condi¢cOes de casa de vegetagdo. |. Controle da mancha foliar
de Exserohilum pela aplicacdo de bactérias endofiticas na parte aérea de plantas de
milho em diferentes periodos de inoculacéo

Para a realizacdo dos testes, foi utilizado um gendtipo de milho suscetivel ao patdgeno,
hibrido comercial AS-1548 (Agroeste Sul Sementes S.A.). Sementes de milho tratadas
guimicamente foram colocadas para germinar em vasos com capacidade para 5 litros,
contendo uma mistura de latossolo vermelho-amarelo ndo esterilizado, adicionado de 1,0 g.
dm™ de solo de N-P-K (4-14-8) e 1,5 g. dm™ de solo calcario calcitico e do substrato
comercial Multiplant (Terra do Paraiso LTDA), na propor¢do 1:3 (v/v). Os vasos foram
mantidos sob condicbes de casa de vegetacao e irrigacéo diaria a 25 + 5 °C. O delineamento
experimental adotado foi o de blocos casualizados em 4 repetigbes (cada vaso consistiu de
uma repeticdo, com 5 plantulas por vaso). Cada isolado endofitico testado (num total de 9)
representou um tratamento. Como tratamentos controle, a testemunha positiva consistiu da
pulverizacdo das plantas apenas com a suspensdo do patégeno. A testemunha negativa

consistiu da pulverizacdo das plantas apenas com agua destilada esterilizada, perfazendo
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um total de 11 tratamentos em 4 repeticbes. Foi testada a aplicacdo das bactérias
endofiticas em trés periodos diferentes: 72 e 24 horas antes e no mesmo dia da inoculagéo
do patdégeno, no qual as plantas foram submetidas a 24 horas de incubacdo em camara
Umida e na auséncia de luz, para abertura dos estdmatos e melhor penetracdo dos
endofiticos.

A culturas de E. turcicum com 7 dias incubacédo em placas de Petri, foram adicionadas,
sob condigBes assépticas, 20 mL de agua destilada esterilizada, adicionada de Tween 80, na
proporcao de uma gota por 800 mL de agua. Em seguida, com o auxilio de uma escova de
cerdas macias, realizou-se o desprendimento superficial das coldénias. O material removido
foi filtrado (dupla camada de gaze esterilizada) e acondicionado em Becker, para a obtencéo
de uma suspensdo de conidios, livre de meio de cultura ou micélio. A concentracdo de
esporos foi padronizada a 3.10* conidios.mL™, obtida pela contagem de conidios obtida pela
média de dez leituras, com o auxilio de hemocitdmetro (THAKUR et al., 1989).

Decorridos 14 dias ap6s a semeadura, no estadio de crescimento de 3-4 folhas,
realizou-se a inoculagdo da parte aérea das plantulas, pela pulverizacdo de uma suspensao
de conidios do patégeno, com o auxilio de um compressor de ar (10 libras.pol? de presséo).
Antes e apoés a inoculagdo, as plantulas foram submetidas a 24 horas de incubacdo em
camara Umida, no escuro e a 23 + 2 °C, sendo, em seguida, transferidas para casa de
vegetacao, onde foram mantidas sob irrigacdo didria, até a realizacdo da avaliacdo dos
sintomas.

Para a avaliacdo dos sintomas, foram atribuidas notas a severidade dos sintomas, 14
dias ap6s a inoculacdo do patdégeno sobre as plantulas (ESTEVES, 1989; KAMIKOGA et al.,
1991) e adotada uma escala de notas, conforme o descrito por FERNANDES e BALMER
(2002): 1 — plantas limpas ou apresentando pontos cloréticos; 2 — pequenas lesdes clorético-

necréticas de formato circular; 3 — lesdes clorético-necréticas maiores, podendo coalescer; 4
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— lesdes necroticas estreitas e 5 — lesbes necréticas largas, com ou sem murcha e/ou seca
das extremidades das folhas. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia,

teste F e teste de Tukey (5% ).

2.2.3. Bioensaio em condi¢cbes de casa de vegetacdo. Il. Controle da mancha
foliar de Exserohilum pela microbiolizagdo das sementes com isolados endofiticos.

Sementes de milho de baixa tolerAncia ao patégeno, hibrido comercial AS-1548
(Agroeste Sul Sementes S.A) tratadas quimicamente, tiveram os fungicidas removidos
previamente, segundo os procedimentos descritos por BACON et al. (1994). As sementes
foram imersas em agua de torneira e colocadas em agitador magnético por 5 minutos. Em
seguida foram imersas em solucdo de &lcool etilico a 70% por 3 minutos e lavadas
imediatamente em agua de torneira por 5 vezes. Por Ultimo, nova imerséo das sementes foi
feita em solucdo de hipoclorito de sédio por 3 minutos em agitador magnético, seguido de
lavagem em agua destilada por 5 vezes.

Culturas de microrganismos antagonistas, selecionados previamente nos testes de
antagonismo in vitro, foram cultivados em meio TSBA por 48 horas a 25 + 2 °C e suas
respectivas suspensfes de células bacterianas preparadas com o ajuste de turbidez pela
escala de Mc Farland, na concentracdo de aproximadamente 10° ufc mL*
(MANTOVANELLO e MELO, 1994). As sementes de milho foram inoculadas, através de
imersdo em suspensao, contendo células do antagonista por 60 minutos e sob agitacao.

As sementes de milho microbiolizadas com os isolados endofiticos selecionados, foram
colocadas para germinar em vasos de 5 litros de capacidade, contendo latossolo vermelho-
amarelo ndo esterilizado, adicionado de 1,0 g. dm™ de solo de N-P-K (4-14-8) e 1,5 g. dm™
de solo calcario calcitico e do substrato comercial Multiplant (Terra do Paraiso LTDA) na

proporcdo 1:3 (v/v) e transferidas para casa de vegetagdo a 25 + 5 °C e sob irrigacéo diaria.



192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209

210
211
212

213
214
215
216

217

37

Cada parcela experimental consistiu de um vaso com 5 plantulas em 3 repeticées, hum
delineamento inteiramente ao acaso, onde cada isolado endofitico representou um
tratamento. Plantulas tratadas com &gua destilada esterilizada constituiram o tratamento
controle.

Decorridos 14 dias apés o plantio, no estadio de crescimento de 3-4 folhas, realizou-se
a inoculacdo da parte aérea das plantulas com o auxilio de um compressor de ar (10
libras.pol? de pressdo), pela pulverizacdo de uma suspensdo de conidios do patégeno,
padronizado a 3.10* conidios.mL™, com o auxilio de hemocitdmetro. Antes e apés a
inoculacado, as plantulas foram submetidas a 24 horas de incubacdo em cadmara Umida, no
escuro e a 23 + 2 °C, sendo, em seguida, transferidas para casa de vegetacao, sob irrigacéo
diaria, onde foram mantidas até a realizac&o da avaliacdo dos sintomas.

Para a avaliacdo dos sintomas, foram atribuidas notas a severidade dos sintomas 14
dias apds a inoculacdo do patégeno nas plantulas e adotada uma escala de notas, conforme
o descrito por FERNANDES e BALMER (2002): 1 — plantas limpas ou apresentando pontos
cloréticos; 2 — pequenas lesdes clorético-necroticas de formato circular; 3 — lesdes clorético-
necréticas maiores, podendo coalescer; 4 — lesdes necréticas estreitas e 5 — lesdes
necréticas largas, com ou sem murcha e/ou seca das extremidades das folhas. Os dados

obtidos foram submetidos & andlise de variancia, teste F e teste de Tukey (5%).

2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos testes em plantas sob condi¢des de casa-de-vegetacdo, os isolados B. subtilis 0G,
B. lentimorbus Streptomyces sp. e B. agadhaerens se destacaram dos demais isolados,
reduzindo a severidade da doenca em todos os intervalos de aplicacdo testados, variando
entre 16 e 39% (Tabela 2.2.), quando aplicados 72 e 24 horas e no mesmo dia da inoculagéo
do patégeno. Resultados semelhantes obtidos por SHIOMI et al. (2006), BETTIOL et al.

(1994) e BETTIOL e VARZEA (1992), mostram que a eficiéncia de certas bactérias
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endofiticas em controlar alguns fitopatégenos pode variar com 0 momento de aplicacdo do
agente de biocontrole. Esses autores observaram a reducdo na porcentagem de area de
folhas lesionadas por Hemileia vastatrix, agente causal da ferrugem do cafeeiro, quando
isolados endofiticos foram aplicados 72 e 24 horas antes e concomitantemente a aplicacdo
de uma suspensédo de urediniosporos de H. vastatrix em testes em discos de folhas, folhas
destacadas e em plantas de cafeeiro. O fato de os agentes de controle biol6gico estarem
mostrando atividade contra os patdégenos desafiantes em periodos que antecedem ou ao
mesmo tempo da aplicacdo do fitopatdgeno sugere que 0s antagonistas possam estar
agindo por antibiose, lise das estruturas do patégeno, competicdo ou inducdo de resisténcia
sistémica no hospedeiro. Pode-se especular, também, a possibilidade de estar ocorrendo
mais de um modo de acdo por parte dos endofiticos antagonistas, uma vez que atividades
de inibicao foram observadas em testes especificos, como antagonismo in vitro e aplicacéo
dos agentes de controle bioldgico sobre plantas de milho em diferentes intervalos de tempo.

Nos testes em que houve a microbiolizacdo das sementes com os isolados endofiticos,
observou-se que os isolados B. lentimorbus, Streptomyces sp., Ewingella americana e
Xanthomonas axonopodis foram os mais efetivos na reducédo da severidade da doenga, com
um controle relativo variando entre 23% e 35% (Tabela 2.3.). Pode-se especular a
possibilidade de estar ocorrendo mais de um modo de acdo por parte dos endofiticos
antagonistas, uma vez que atividades de inibicdo foram observadas em testes especificos,
como antagonismo in vitro e pela aplicacdo dos agentes de controle biolégico nas sementes
de milho, cujo controle é possivel que se dé através da indugdo de resisténcia sistémica no
hospedeiro.

Uma forte agdo antagonistica de B. subtilis 0G foi reportada por MELO e VALARINI
(1995), contra alguns patdégenos de raizes de feijoeiro, como Fusarium solani, Sclerotinia

sclerotiorum e Rhizoctonia solani, em testes in vitro. Em testes in vivo o isolado apresentou
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um controle de 100% sobre a podriddo radicular em plantas de pepino, causada por F.
solani. Da mesma forma, AMORIM e MELO (2002) observaram a inibicdo do crescimento
micelial de Phytophthora parasitica e P. citrophthora pela acao de B. subtilis 0G e B. subtilis
RC2, na ordem de 52% em testes in vitro. Em plantulas de citros, B. subtilis 0G e B. subtilis
RC2 conferiram uma protecdo de 100% e 85,7%, respectivamente. Acredita-se que os
mecanismos de acdo dessas rizobactérias em controlar os fitopatégenos esteja relacionada
a producdo de compostos toxicos (antibiose) e de sideréforos (competicdo por ferro)
(AMORIM e MELO, 2002).

KIM et al. (2002) relataram que B. lentimorbus produz as substancias antifingicas alfa
e beta-glicosidases, com acéo inibitéria a Botrytis cinerea. SAFDI et al. (2001) reportaram
que esta bactéria € capaz de liberar substancias volateis que auxiliam na inibicdo de
Fusarium sambucicum em tubérculos de batatas. Resultados semelhantes foram obtidos por
MASSOMO et al. (2004) que verificaram a ocorréncia do controle da podriddo negra na parte
aérea de plantas de repolho (Xanthomonas campestris pv. campestris) por B. lentimorbus,
especialmente quando o agente de biocontrole foi inoculado através das raizes das plantas.
B. lentimorbus tem sido relatado em varios trabalhos controlando efetivamente fitopatdgenos,
como os realizados por SHIOMI et al. (2006), que observaram a supresséo da ferrugem do
cafeeiro, em testes de germinacao de urediniosporos, discos de folhas, folhas destacadas e
em plantulas de café por bactérias endofiticas do cafeeiro, entre elas, B. lentimorbus.
MONTEALEGRE et al. (2003) observaram a ocorréncia da inibicdo do crescimento micelial
de Rhizoctonia solani por antibiéticos extraidos desse agente de biocontrole.
BAUMGARTNER e WARNOCK (2006) observaram siginificativa inibicdo do crescimento de
colénias de Armillaria mellea por B. lentimorbus, que, em plantas inoculadas com o
patégeno, conferiu um beneficio terapéutico as plantas, melhorando a sua produtividade em

niveis comparaveis as plantas saudaveis.
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Embora ndo se tenha observado a ocorréncia de Ewingella americana como agente de
biocontrole de fitopatégenos, ha relatos da sua aparente acdo antagbnica a Burkholderia
gladioli pv. agaricicola, em basidiomas de Agaricus bisporus (CHOWDHURY e HEINEMANN,
2006) e de sua acdo micopatogénica sobre o basidioma de Agaricus bisporus, Lentinula
edodes e Pleorotus ostreatus (INGLIS e PEBERDY, 1997; INGLIS et al., 2000; REYES et al.,
2004). INGLIS e PEBERDY (1997) observaram a producdo, por E. americana, de
endoquitinases com acéo quitinolitica sobre o basidioma de A. bisporus, 0 que poderia
explicar a forma com que o agente de biocontrole tenha agido na promocao de crescimento
do milho no presente trabalho, no qual, através do controle de possiveis fitopatégenos em
condicdes de cultivo, a planta poderia dirigir a sua energia no préprio desenvolvimento. ndo
foram encontrados relatos da acdo de X. axonopodis no controle de fitopatégenos ou na
promocado de crescimento vegetal.

Muitas linhagens de Streptomyces ou seus produtos sdo conhecidos por suprimir o
crescimento de fitopatégenos, tanto em testes sob condi¢des de laboratério, como de campo
(LIU et al., 1995; YOU et al., 1996; KUNOH, 2002; SABARATNAN e TRAQUAIR, 2002).
TREJO-ESTRADA et al. (1998) observaram a producdo de compostos com atividade
antifingica de Streptomyces violaceusniger a uma série de fungos e a alguns oomicetos,
como Pythium e Phytophthora spp., entre elas, as enzimas hidroliticas quitinase e beta-1,3
glucanase.

Alguns trabalhos demonstram a capacidade de B. agaradhaerens em produzir enzimas
extracelulares como endoglucanases (HIRASAWA et al., 2006, MELANDER et al., 2006),
relacionadas a degradacdo da parede celular de fitopatdgenos como Phytophthora
cinnamomi (EL-TARABILY et al., 1996) e Phytophthora fragariae (VALOIS et al., 1996).

Apesar de terem sido testados um numero relativamente pequeno de microrganismos

endofiticos, resultados promissores foram obtidos, com relacdo a selecdo de agentes
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eficientes no biocontrole de Exserohilum turcicum. Ha a necessidade de serem realizados
mais estudos para se avaliar o real potencial destes endofiticos no controle de fitopatégenos,
seu modo de acdo, aplicacdo de diferentes densidades populacionais ou mesmo de sua
acao conjunta e a melhor forma de introduzi-los no hospedeiro, assim como a sua reacéo a
fatores abidticos, como a exposi¢do a agroquimicos, por exemplo.

Os resultados apresentados mostram que os endofticos B. lentimorbus e Streptomyces
sp. foram os Unicos isolados que se mostraram eficientes no controle de diversos fungos
fitopatogénicos, inclusive Exserohilum turcicum em todos os ensaios, tanto in vitro, de onde
os isolados testados foram selecionados, como pela microbiolizacdo das sementes ou da
parte aérea de milho, indicando uma inespecificidade de acdo ou mesmo a ocorréncia de
mais de uma forma de controle do fitopatdgeno. Apesar de terem sido testados um namero
relativamente pequeno de microrganismos endofiticos, resultados promissores foram
obtidos, com relacdo a selecdo de agentes eficientes no biocontrole de E. turcicum. H4 a
necessidade de serem realizados mais estudos para se avaliar o real potencial destes
endofiticos como agentes de controle biolégico e como promotores de crescimento vegetal,
seu modo de acdo, aplicacdo de diferentes densidades populacionais e a melhor forma de
introduzi-los no hospedeiro, assim como a sua reacao a fatores abioticos, como a exposicao

a agroquimicos, por exemplo.
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Tabela 2.1. Bactérias endofiticas do milho obtidas por selecdo massal, selecionadas para 0s
ensaios de controle da mancha foliar de Exserohilum turcicum, identificadas pela analise do
perfil dos acidos graxos da membrana da parede celular (FAME).

Cédigo Identificag&o indice de Matriz de
similaridade *  isolamento
P10F2 Escherichia coli GC subgrupo B 0,574 Folha
P10F4 Morganella morganii 0,650 Folha
P10F5 Ewingella americana 0,539 Folha
14F4a Xanthomonas axonopodis 0,529 Folha
16F2g Microbacterium imperiale 0,806 Folha
12R2 d/a Bacillus agaradhaerens 0,892 Raiz

* parametro de semelhanca entre a amostra e a biblioteca do programa MIDI — Sherlock
Microbial Identification System

Tabela 2.2. Efeito da microbiolizacdo da parte aérea do milho com endofiticos antagonistas
no controle da mancha foliar de Exserohilum turcicum?®.

- 72 horas -24 horas 0 horas
Isolado Severidade Controle Severidade Controle Severidade Controle
da doenca relativo dadoenca relativo dadoenca @ relativo
(C.R)! (C.R)! (C.R)
(%) (%) (%)

Controle (dgua) 1,00 e* - 1,00 f 1,00 e -
Controle (E. 2,06a 0,0 1,75a 0,0 1,69 a 0,0
turcicum)
E. coli 1,78 ab 13,59 1,64 ab 6,29 1,62 ab 4,14
M. morganii 1,97 ab 4,37 1,43 bcde 18,29 1,60 abc 5,32
E. americana 1,98 ab 3,88 1,57 abc 10,29 1,68 ab 0,59
X. axonopodis 1,88 ab 8,74 1,51 abcd 13,71 1,66 ab 1,78
M.imperiale 1,75 abc 15,05 1,37 bcde 21,71 1,56 abcd 7,70
B.subtilis 0G 1,71 bc 16,99 1,25 def 28,57 1,30d 23,08
B.lentimorbus 1,48 cd 28,15 1,19 ef 32,00 1,34cd 20,71
Streptomyces 1,56 cd 24,27 1,31 cdef 2514 1,34cd 20,71
sp.
B. 1,26 de 38,83 1,40 bcde 20,00 1,42 bcd 15,98
agaradhaerens
CV (%) 15,66 - 18,87 15,14 -

2 Dados transformados em y = Vx
* Médias ndo seguidas pela mesma letra diferem entre si, ao nivel de 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey.

! C.R.(%) = (SD - SE) x 100, sendo:

SD
SD = severidade da doenca no tratamento controle com o patégeno
SE = severidade da doenca no tratamento com o isolado endofitico
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Tabela 2.3. Efeito da microbiolizacdo do milho com endofiticos antagonistas no controle da
mancha foliar de Exserohilum turcicum?®.

Microbiolizacdo das sementes

Isolado Severidade da doenca  Controle relativo (C.R)!
(%)

Controle (agua) 1,00 d* -
Controle (E. turcicum) 1,82 a 0,00
E. coli 1,58 abc 13,19
M. morganii 1,54 ab 15,38
E. americana 1,28 bcd 29,67
X. axonopodis 1,37 becd 24,73
M.imperiale 1,61 ab 11,54
B.subtilis 0G 1,43 abc 21,43
B.lentimorbus 1,19 cd 34,62
Streptomyces sp. 1,40 bcd 23,08
B. agaradhaerens 1,65 ab 9,34
CV (%) 23,77 -

2 Dados transformados em y = \x
* Médias ndo seguidas pela mesma letra diferem entre si, ao nivel de 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey.

! C.R.(%) = (SD - SE) x 100, sendo:
SD

SD = severidade da doenca no tratamento controle com o patégeno
SE = severidade da doenca no tratamento com o isolado endofitico
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Fig. 2.1. Inoculacao de E. turcicum em plantas Fig. 2.2. Microbiolizacdo de sementes de
de milho 15 dias apés a semeadura. milho com isolado endofitico.

Fig. 2.3. Microbiolizacdo da parte aérea de Fig. 2.4. Folha apresentando lesGes causadas
plantas de milho com isolados endofiticos. por E. turcicum.
475
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CONCLUSOES

- As bactérias endofiticas Bacillus subtilis 0G, Bacillus lentimorbus Streptomyces sp. e
Bacillus agaradhaerens sdo eficientes no controle a mancha foliar de Exserohilum

turcicum, quando pulverizados na parte aérea de plantas de milho.;

- As bactérias endofiticas Bacillus lentimorbus, Streptomyces sp., Ewingella americana e
Xanthomonas axonopodis sdo eficientes no controle a mancha foliar de Exserohilum

turcicum, quando inoculados através das sementes de milho;

- Ewingella americana e Morganella morganii promovem o desenvolvimento de plantas

de milho, quando aplicados as sementes.
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APENDICE
Meio BDA (batata-dextrose-agar)
Caldo de batata...........cceverereeieniiiee e, 200 mL
DEXIIOSE....cveeiiiieeeeee e 209
AGA....oiiiiiieiceeeeeee s 16 g
AGUAL i 1000 mL
Meio ACA (amido-caseina-agar)
AMIO. ..o 109
CaSLINA...eve it 0,39
KINO oo 2 g
NACK ..o 29
KoHPO 4 ittt 2 g
MgSO47H20 .................................................. 0,05 g
FeSO4.7TH20. ... 0,01g
AGA....ooiiiieeeeeeeeeeeeeeee e, 16 g
AGUAL i 1000 mL
Meio TSBA
1] = F S 309
AGar ... 159
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