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SELE(;AO E CARACTERIZAQAO DE AGENTES PARA O BIOCONTROLE DE
Fusarium verticillioides NA CULTURA DO MILHO

RESUMO - O fungo Fusarium verticillioides é considerado um dos principais patogenos da
cultura do milho em todo o mundo, promovendo grandes perdas econdmicas. E o principal
agente causal de doencas como a podriddo-do-colmo e de espigas, reduzindo a qualidade dos
grdos, além de produzir fumonisinas, que representam grandes riscos a saude humana e
animal. Apesar de o controle quimico, via tratamento de sementes, ser o método mais
empregado para o controle de F. verticillioides, a utilizacdo de fungicidas pode causar
contaminacdo ambiental e alimentar. Além disso, outras medidas de manejo utilizadas nédo
tém sido muito efetivas. Dessa forma, alternativas mais sustentaveis e eficientes, como o
controle bioldgico, podem ser empregadas para minimizar os problemas causados pelos atuais
métodos. O objetivo deste trabalho foi isolar e caracterizar microrganismos coletados em
diferentes localidades quanto ao potencial antagonista a F. verticillioides. Os microrganismos
foram isolados de estigmas de milho provenientes de quatro regides: Sete Lagoas-MG,
Sidrolandia-MS, Sertaneja-PR e Goiania-GO. A atividade antagonista de 190 microrganismos
isolados e de 24 microrganismos retirados da cole¢do da Embrapa Milho e Sorgo (CMMF) foi
avaliada pelo método de confronto direto entre as culturas em meio solido. Posteriormente,
quarenta e dois isolados mais eficientes no controle do fitopatdgeno e que apresentaram
potencial de inibi¢do >48,7% foram identificados molecularmente com base no
sequenciamento parcial do gene 16S rRNA e da regido ITS. O sequenciamento do DNA
mostrou que o0s isolados bacterianos pertencem aos géneros Bacillus, Burkholderia,
Achromobacter, Pseudomonas e Serratia, predominando o género Bacillus. J& os fungos sdo
pertencentes aos géneros Penicilium, Candida e Aspergillus. Quatorze microrganismos mais
eficientes foram testados quanto a capacidade de produzir enzimas extracelulares (celulase,
pectinase, protease e lipase) e metabolitos antifingicos com efeito no crescimento micelial e
na germinacdo de conidios de F. verticillioides. Além disso, foram avaliados quanto a
capacidade de reduzir a incidéncia do fitopatdgeno em sementes de milho, em caixas gerbox.
Quatro bactérias isoladas foram selecionadas para o tratamento de sementes visando a
reducdo da podriddo-do-colmo causada por F. verticillioides em plantas de milho cultivadas
em casa de vegetacdo. Os resultados mostraram que treze isolados que apresentaram 0s
maiores valores de inibicdo do crescimento do fitopatogeno foram também eficientes na
producdo de metabolitos antifingicos que reduziram a biomassa do fitopatdgeno em meio
liquido. Os metabolitos produzidos também apresentaram efeitos na reducdo da germinagédo
de conidios e afetaram o desenvolvimento normal das hifas do fitopatdgeno. Dos isolados
mais eficientes, 78% produziram pelo menos uma das quatro enzimas hidroliticas avaliadas.
A inoculacdo das sementes de milho em caixas gerbox com a bactéria IPR45, identificada
como Pseudomonas aeruginosa, mostrou-se altamente eficiente na reducdo da incidéncia de
F. verticillioides. Em casa de vegetacdo, o tratamento das sementes de milho com os isolados
Achromobacter sp., Pseudomonas sp. e Bacillus sp. foi eficiente na reducédo da podriddo-do-
colmo, indicando que esses isolados apresentam potencial para uso como agentes de
biocontrole. Os resultados obtidos nesse estudo mostraram que o isolamento e a
caracterizacdo de microrganismos de estigma de milho constituem alternativa promissora para
identificacdo de agentes microbianos eficientes para o biocontrole de F. verticillioides.

Palavras-chave: Microrganismos antagonistas. Fitopatégeno. Antimicrobianos. Controle
bioldgico. Fusariose. Podridao-do-colmo.

Comité Orientador: Prof. Dr. Ivanildo Evodio Marriel (Orientador); Prof. Dra. Christiane Abreu de
Oliveira Paiva (Coorientadora); Prof. Dr. Ubiraci Gomes de Paula Lana (Coorientador).
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SELECTION AND CHARACTERIZATION OF AGENTS FOR THE BIOCONTROL
OF Fusarium verticillioides IN MAIZE

ABSTRACT - The fungus Fusarium verticillioides is considered one of the main pathogens
of the maize crop in the world, promoting great economical losses. It is the main causal agent
of diseases such as stem rot and spikes, reducing grain quality, and producing fumonisins,
which pose great risks to human and animal health. Although the chemical control, through
seed treatment, is the most used method for the control of F. verticillioides, the use of
fungicides can cause environmental and food contamination. In addition, other management
measures used have not been very effective. Thus, more sustainable and efficient alternatives,
such as biological control, can be employed to minimize the problems caused by current
methods. The objective of this work was to isolate and characterize microorganisms collected
in different localities regarding the potential antagonist to F. verticillioides. The
microorganisms were isolated from maize stigmas from four Brazilian regions: Sete Lagoas-
MG, Sidrolandia-MS, Sertaneja-PR and Goiania-GO. The antagonistic activity of 190 isolated
microorganisms and 24 microorganisms from the collection of Embrapa Milho e Sorgo
(CMMF) was evaluated by direct comparison between cultures in solid medium.
Subsequently, forty-two isolates that were more efficient in phytopathogen control and had
inhibition potential >48.7% were molecularly identified based on the partial sequencing of the
16S rRNA gene and the ITS region. DNA sequencing showed that the bacterial isolates belong
to the genera Bacillus, Burkholderia, Achromobacter, Pseudomonas and Serratia,
predominating the genus Bacillus. The fungi, however, belong to the genera Penicilium,
Candida and Aspergillus. Fourteen microorganisms that are more efficient were tested for
their ability to produce extracellular enzymes (cellulase, pectinase, protease and lipase) and
antifungal metabolites with effect on mycelial growth and conidial germination of F.
verticillioides. In addition, they were evaluated for the ability to reduce the incidence of
phytopathogen in maize seeds, in gerbox boxes. Four isolated bacteria were selected for seed
treatment to reduce leaf rot caused by F. verticillioides in maize plants grown in greenhouse.
The results showed that thirteen isolates that presented the highest values of inhibition of
phytopathogen growth were also efficient in the production of antifungal metabolites that
reduced the phytopathogen biomass in liquid medium. The metabolites produced also had
effects in the reduction of conidial germination and affected the normal development of
phytopathogen hyphae. Of the more efficient isolates, 78% produced at least one of the four
hydrolytic enzymes evaluated. The inoculation of maize seeds in gerbox boxes with the
bacterium IPR45, identified as Pseudomonas aeruginosa, proved to be highly efficient in
reducing the incidence of F. verticillioides. In greenhouse, the treatment of maize seeds with
the isolates Achromobacter sp., Pseudomonas sp. and Bacillus sp. was efficient in the
reduction of stem rot, indicating that these isolates present potential for use as biocontrol
agents. The results obtained in this study showed that the isolation and characterization of
maize stigma microorganisms are a promising alternative for the identification of efficient
microbial agents for the biocontrol of F. verticillioides.

Keywords: Antagonist microorganisms. Phytopathogen. Antimicrobials. Biological control.
Fusariosis. Stem rot.

Comité Orientador: Prof. Dr. Ivanildo Evodio Marriel (Orientador); Prof. Dra. Christiane Abreu de
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ii



1 INTRODUCAO

O milho € o cereal mais cultivado no mundo, sendo utilizado na alimentacdo humana,
para a fabricacdo de racdo ou como matéria-prima para a industria. A maior parte da producdo
mundial de milho é destinada & alimentacdo animal, incluindo o Brasil, onde cerca de 60 a
80% do total produzido é destinado a industria de racdo. Apesar de somente uma pequena
parte do milho produzido ser destinado para o consumo humano, esse cereal representa
grande importancia em regides de baixa renda, por ser a principal fonte de energia e de
nutrientes para a populacgdo (Duarte, 2000).

A cultura do milho pode ser afetada por diferentes fatores, entre eles a fertilidade do
solo, a época de semeadura, o potencial produtivo do hibrido, a competicdo por plantas
daninhas e o ataque de pragas e doencas (Rocha, 2010). Entre os principais fatores que afetam
a qualidade das sementes de milho, os microrganismos sdo considerados 0s mais importantes,
pois causam reduc¢do no vigor, na germinacdo e aceleram o processo de deterioracdo durante o
armazenamento (Fantazzini, 2014).

A contaminacdo dos grdos de milho por diferentes espécies de fungos tanto na pre-
colheita quanto na etapa de armazenamento pode resultar na diminui¢do da produtividade e
qualidade dos grdos. Dentre os fungos causadores de doencas mais encontrados no milho
estdo espécies do género Fusarium, Aspergillus e Penicillium (Makun et al., 2010), que
podem infectar os graos antes ou apos a colheita e sdo denominados de fungos de campo ou
de armazenamento, respectivamente (Pinto, 2005). Fungos desses géneros além de causarem
danos como descoloragdes dos graos, reducbes nos contetdos de carboidratos, de proteinas e
de acucares totais, podem produzir substancias quimicas toxicas denominadas micotoxinas
(Freire et al., 2007).

Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg (sindnimo, Fusarium
moniliforme, Sheldon) é considerado um dos principais patdgenos que infectam o milho em
todo 0 mundo, acarretando grandes perdas econdmicas (Desjardins, 2006). Essa espécie pode
causar sintomas em quase todas as partes da planta, como a podridao-do-colmo, da espiga, da
semente e raiz (Hernandez-Rodriguez et al., 2008). Além disso, F. verticillioides é
potencialmente produtor de fumonisinas, que sdo micotoxinas prejudiciais para seres humanos
e animais que consomem 0s graos contaminados (Bacon e Nelson, 1994).

Os fungos fitopatogénicos geralmente sdo controlados com uso de agroquimicos. No
entanto, o uso excessivo e inadequado desses formulados pode aumentar os riscos de

contaminacdo do meio ambiente, dos alimentos e causar a intoxicacdo dos agricultores. Alem



disso, 0s agroquimicos podem promover o aumento da resisténcia dos fitopatdgenos e
eliminar microrganismos responsaveis pela degradacdo da matéria organica e aqueles
utilizados em programas de biocontrole (Spadotto et al., 2004). Outras medidas que podem
ser empregadas para o controle de F. verticillioides na cultura do milho incluem a utilizacdo
de cultivares de milho resistentes ou praticas culturais, no entanto, essas medidas néo
apresentam resultados téo efetivos (Munkvold e Desjardins, 1997).

Métodos alternativos de controle mais eficientes que reduzem os efeitos negativos do
uso dos defensivos e aumentem a producéo e a qualidade dos alimentos vém sendo estudados
(Campanhola e Bettiol, 2003). Dentre esses métodos, a utilizacdo de microrganismos com
potencial de controle contra patdgenos tem sido cada vez mais reconhecida como uma
alternativa promissora por ser uma técnica viavel, segura ao meio ambiente e de baixo custo
guando comparado com métodos convencionais de tratamento (Charan et al., 2011). O
controle bioldgico utilizando microrganismos com potencial antagonista pode ser uma
alternativa eficiente para inibir o desenvolvimento de fitopatdgenos em diferentes culturas
(Alves et al., 2013).

Dentre os principais microrganismos utilizados como agentes de controle biologico se
destacam Trichoderma sp., Bacillus sp., Pseudomonas sp., Streptomyces sp., entre outros.
Diversos trabalhos tém mostrado o potencial de bactérias e fungos no controle de diferentes
patégenos causadores de doencas em plantas. Esses microrganismos apresentam
caracteristicas proprias que lhes oferecem vantagens como agentes de controle bioldgico. Por
exemplo, espécies do género Bacillus sdo conhecidas pela sua capacidade de produzir
metabdlitos secundarios com atividade antagdnica sobre fungos e bactérias patogénicas
(Saharan e Nehra, 2011).

Entretanto, ao contrario do controle quimico, o controle biolégico ndo apresenta
resultados imediatos, além disso, a utilizacdo desse método de controle isoladamente pode
ndo ser suficiente para evitar que perdas na producdo acontecam. A integracdo de diferentes
métodos de controle pode proporcionar um efeito aditivo em que cada medida de controle
reforce as demais (Michereff e Barros, 2001). Neste caso, com a obtencdo de isolados mais
eficientes do que os que ja existem no mercado, estes poderdo ser associados a outros
métodos de controle quimico ou cultural, consolidando a pratica do manejo integrado. Neste
trabalho, buscou-se isolar microrganismos em estigmas de milho cultivados em diferentes

locais, visando obter maior diversidade e eficiéncia para o controle de F. verticillioides.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 A cultura do milho

O milho (Zea mays L.) € um dos cereais de maior importancia na alimentacdo humana
e animal em razdo das suas qualidades nutricionais. E cultivado na maioria dos paises em
razdo da sua ampla utilizagdo na producéo de alimentos ou na composicao de ragdes animais.
A maior parte da sua producdo € destinada a alimentacdo animal em paises desenvolvidos. Em
relacdo ao consumo humano, somente uma pequena parte do que é produzido, cerca de 15%,
é destinada para esse fim, tanto na forma direta quanto indireta (Paes, 2006).

No Brasil, a maior parte do milho produzido é destinada a producdo de racéo. Cerca de
20 a 40% da producdo mostra-se dividida entre 0 consumo humano e matéria-prima para a
industria. O crescimento da producdo de milho no Brasil vem acompanhando o aumento da
demanda da industria de racdo animal, principalmente de aves e suinos (Duarte et al., 2009).

O Brasil ocupa uma posicdo de destaque no agronegdcio mundial, como o terceiro
maior produtor de milho (CONAB, 2017), ficando atras apenas de paises como os Estados
Unidos e a China. Em 2017, segundo estimativas do Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos (USDA, 2017), o Brasil produziu 98 milhdes de toneladas de milho, enquanto
os Estados Unidos, o maior produtor mundial, teve uma producdo média de 384 milhdes de
toneladas, seguido pela China, com uma producéo de 219 milhGes de toneladas.

A cultura do milho vem alcancando ganhos fantasticos de produtividade nos ultimos
anos, por causa de altos investimentos e novas técnicas de manejo. Com uma taxa de
crescimento da producdo de 3% e de area cultivada de 0,4% ao ano, o milho tem evoluido
com uma cultura comercial nas Gltimas décadas (Amstalden, 2013). A adocdo de tecnologia
na cultura do milho no Brasil foi responsavel pelos aumentos significativos de produtividade
nesses Ultimos anos, sendo cultivado em praticamente todo territorio nacional sob diferentes

condicdes de umidade e temperatura (Mattoso e Filho, 2007).

2.2 Infeccdes e doengas no milho

Apesar de ser o terceiro maior produtor de milho do mundo, o Brasil apresenta umas
das produtividades mais baixas entre os exportadores mundiais. Segundo estimativas, a
produtividade de milho no Brasil na safra de 2016/2017 foi de 5.500 kg/ha contra 10.900
kg/ha dos Estados Unidos, o maior produtor (CONAB, 2017). Essa condicdo se deve muitas
vezes a0 aumento da ocorréncia de doencas, que tem gerado preocupacdes por parte dos



produtores e técnicos, em razdo dos danos que causam a cultura (Lanza et al., 2012). Segundo
Oerke (2006), as doencas provocadas por patdgenos no milho representam uma perda de
produtividade que varia de 8 a 13%.

Embora os fatores bidticos, como 0s microrganismos e 0s insetos, sejam 0s principais
responsaveis pela manifestacdo de doengas no milho, outros fatores como o clima umido, a
alta densidade de plantas, os desequilibrios nutricionais e a monocultura podem
frequentemente favorecer a ocorréncia de infecgcdes na cultura. Alguns fatores envolvidos no
aumento da produtividade do milho no Brasil foram também responsaveis pelo aumento da
incidéncia e da severidade das doencas nessa cultura. ModificagGes no sistema de producéo,
como a ampliacdo das épocas de cultivo, a adogdo da técnica de plantio direto sem rotacéo de
culturas, a ampliacdo do uso de sistemas de irrigacdo, a utilizacdo de cultivares susceptiveis
resultaram no aumento da ocorréncia de doencas na cultura do milho (Cota et al., 2013).

O milho é uma cultura suscetivel ao ataque de fungos, que hoje representa a segunda
maior causa de deterioracdo dos gréos, perdendo apenas para o0 ataque de insetos. As doencas
causadas por fungos sdo relatadas como uma grande preocupacao para a agricultura mundial,
para a economia global e para salde publica. Os fungos estdo envolvidos em um grande
numero de doencas de plantas que causam diminuigdo dos rendimentos e perdas da qualidade
nas culturas (Nguyen et al., 2017).

A contaminagdo por fungos pode ocorrer em qualquer etapa da cadeia produtiva,
sendo influenciada por fatores relacionados com as condi¢Ges climaticas, colheita e
armazenamento. O aparecimento de fungos no milho pode causar diminui¢do no rendimento,
descoloracdo dos gréos, perda de valor nutricional e da qualidade, diminui¢do da germinagéo,
perda de matéria seca e producdo de micotoxinas (Pomeranz, 1982).

Os microrganismos que infectam os grdos sdo divididos em dois grupos: fungos de
campo, que infectam o produto ainda no campo; e fungos de armazenamento, que podem
infectar o milho antes ou durante o armazenamento (Christensen e Sauer, 1982). A distin¢éo
entre esses dois grupos nao é baseada na classificagdo taxonémica, mas sim pelas condi¢Ges
ambientais que favorecem o seu crescimento e desenvolvimento (Pezzini et al., 2005).

Para se desenvolver, os fungos de campo necessitam de um teor de umidade mais
elevado nos grdos (>20%), com prevaléncia dos géneros Alternaria, Bipolaris,
Cephalosporium, Cladosporium, Colletotrinchum, Curvularia, Fusarium, Gibberella,
Helminthosporium, Nigrospora, Rhizoctonia, Trichoderma. Esses fungos infectam os gréos
durante 0 amadurecimento e o dano é causado antes da colheita. Normalmente ndo se

desenvolvem durante 0 armazenamento, exceto se houver alto teor de umidade nos graos



(Marcia e Lazzari, 1998). Os fungos de armazenamento Aspergillus, Penicillium, Rhizopus e
Mucor demandam menor quantidade de agua nos gréos (13-13,5%) (Lins et al., 2014). S&o
encontrados em grande numero onde 0s graos sdo armazenados, manuseados e processados.
No entanto, s6 causam danos se as condi¢cbes de armazenagem forem impréprias a

manutencgéo da qualidade do produto (Marcia e Lazzari, 1998).

2.3 Fusarium verticillioides

Em diversos paises, o fungo Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg (sindnimo,
Fusarium moniliforme, Sheldon) é considerado um dos principais patégenos do milho,
podendo ser encontrado tanto em regides de clima temperado e tropical Umido a subtropical
(Figueira et al., 2003). A espécie F. verticillioides pode causar doengas em todas as fases de
desenvolvimento da planta (Wordell Filho, 2010), sendo responsavel por ocasionar perdas em
sementes, morte de plantulas, podriddo-do-colmo, raiz e espigas e danos em graos
armazenados (Munkvold et al., 1997). Além disso, F. verticillioides produz fumonisinas,
principalmente fumonisina B1, que podem ocasionar diversos problemas para a salde dos
seres humanos e animais (Bacon e Nelson, 1994; Chu e Li, 1994).

No Brasil, diversos trabalhos de levantamento da micoflora em grdos de milho
apontaram F. verticillioides como o principal patdégeno associado a podridao da espiga em
varias regides (Ribeiro et al., 2005). Em um trabalho de Lanza et al. (2014) foi analisada a
frequéncia de espécies de Fusarium associadas com grdos de milho e o potencial desses
microrganismos na producdo de fumonisinas. Os resultados mostraram que a espécie
predominante foi F. verticillioides, sendo encontrada em 99% das amostras obtidas de quinze
das principais regides produtoras de milho do Brasil. Em relacdo a producéo de fumonisinas,
todos os cinquenta isolados testados apresentaram capacidade de produzir essa micotoxina
com grande variabilidade de producdo entre os isolados. Ono et al. (1999), estudando a
micoflora de 150 amostras de milho nas regides Centro-Sul, Centro-Oeste e Norte do Estado
do Parand, demonstraram a predominancia de invasdo de Fusarium spp. (98,7 a 100% das
amostras), sendo a espécie dominante F. verticillioides (85,9%). Da mesma forma, Almeida et
al. (2000), analisando a ocorréncia de fungos em 66 amostras de grdos de milho recém-
colhido nas regibes de Assis, Capdo Bonito e Ribeirdo Preto, no Estado de Sdo Paulo,
observaram que o fungo mais frequentemente encontrado foi F. verticillioides, com

predominancia de 60,6% em relacédo ao total de isolados.



Fusarium verticillioides pode infectar a planta de diversas formas, através da
contaminagdo das sementes, por ferimentos na planta adulta ou através do cabelo do milho
(Munkvold et al., 1997), sendo esta Gltima a forma mais eficiente de contaminacéo, causando
0 rompimento da semente e maior severidade na podriddo da espiga (Warfield e Davis, 1996).
Em um trabalho de Munkvold et al. (1997), que analisou as vias de invasdao de F.
verticillioides, foi demonstrada transmissdo de 100% para a geracdo subsequente quando foi
utilizada a via de invasao pelo estigma do milho.

Na associacdo com o milho, F. verticillioides € um exemplo de microrganismo
endofitico facultativo, existindo tanto na forma biotrofica, quando utiliza o hospedeiro para
sua sobrevivéncia, quanto na forma saprofitica, onde sobrevive e obtém nutrientes de restos
vegetais em decomposicdo no solo, sendo essa a principal fonte de inéculo (Pinto, 2005;
Samsudin e Magan, 2015). Durante a fase endofitica, F. verticillioides € transmitido
verticalmente pela planta, iniciando a infec¢éo de forma assintomaética e sistémica. A infecgdo
se inicia quando o fungo presente nos restos vegetais de colheitas anteriores penetra na planta,
se desenvolve, atinge o colmo e posteriormente a espiga e graos (Munkvold et al., 1997; Oren
et al., 2003).

Outra via de infeccdo é por meio de macro e microconideos que podem ser dispersos
pelo ar, por goticulas de chuva ou por insetos, atingindo diretamente o tecido vegetal e
quando fixados, o fungo germina na planta, causando a infecgéo, principalmente durante o
estagio de maturacao fisioldgica dos graos (Vincelli e Parker, 2008).

Ambas as vias de infeccdo de F. verticillioides na planta sdo importantes, no entanto, é
necessario destacar que a infeccéo horizontal é 0 modo como esse fungo se espalha de forma
contagiosa e que pode ser reduzida através da aplicacdo de alguns fungicidas. Ao contrario
disso, na fase endofitica o fungo é transmitido verticalmente e a transmissdo ndo pode ser
controlada pela aplicacéo de fungicidas nas sementes (Bacon et al., 2011).

A podridao por F. verticillioides se inicia ap6s a polinizacdo e se agrava a medida que
a planta atinge a maturag&o. Os sintomas nas plantas de milho incluem alterag&o da coloracéo
externa da base do colmo, com as plantas infectadas apresentando a medula de cor branco-
rosada a rosa-salmdo. Em casos mais severos de infeccdo, pode ocorrer esporulagdo do
patdgeno na parte externa do tecido afetado, sendo possivel observar uma massa de esporos
de cor rosa-salmdo. O apodrecimento pode afetar as raizes, levar a quebra do colmo e a
maturagdo prematura (Reis et al., 2004). Nos grédos infectados é possivel observar um

crescimento miceliar esbranquicado ou cor de salméo caracteristico de F. verticillioides.



2.4 Micotoxinas

As micotoxinas sdao metabolitos secundarios toxicos produzidos por algumas espécies
de fungos. Essas moléculas sdo resistentes ao calor representando alto risco quando estdo
associadas aos alimentos. Normalmente sdo encontradas como contaminantes em muitas
plantas, particularmente nos cereais, mas também podem estar presentes em frutas, sementes e
em forragens (Terzi et al., 2014).

A contaminacdo de alimentos e ra¢Ges por micotoxinas representa um problema de
salide publica em todo o mundo, além de constituir um consideravel obstaculo a economia de
muitos paises em razao de barreiras fitossanitarias impostas pelos paises consumidores, onde
ha rigido controle dos limites de tolerancia (Haldsz et al., 2009). Os prejuizos econémicos
causados pelas micotoxinas afetam toda a cadeia de producdo, desde a producdo primaria,
passando pelos processadores e comerciantes de alimentos. Segundo a Organizacdo Mundial
para Alimentacdo e Agricultura (FAO), entre 5 e 10% do total de alimentos perdidos no
mundo deve-se a contaminacdo por fungos e micotoxinas.

A frequente ocorréncia de fungos toxigénicos, aliada ao clima tropical do pais
favorece a sintese dessas micotoxinas em milho e em seus derivados (Midio e Martins, 2000).
A contaminacdo dos grdos por micotoxinas pode ocorrer tanto no campo, quando as
condicdes sdo favoraveis ao desenvolvimento dos fungos, quanto em situacdes de
armazenamento. O alto teor de umidade nos grdos conservados (18-23%) favorece a
proliferacdo dos microrganismos e pode aumentar consideravelmente os teores de
micotoxinas (Figueira et al., 2003).

As micotoxinas podem entrar na cadeia alimentar por via direta ou indireta. Na via
direta, os fungos toxigénicos primeiramente contaminam o alimento ou a racdo e
posteriormente sintetizam a micotoxina. Por outro lado, na contaminacdo indireta, as
micotoxinas previamente produzidas pelos fungos toxigénicos permanecerdo no produto final
mesmo apos o fungo ter sido eliminado durante o processamento (Freire et al., 2007).

Numerosas micotoxinas produzidas por espécies de Fusarium foram descritas como
causadoras de doencas em plantas e animais (Antonissen et al., 2014). As fumonisinas sdo um
grupo de micotoxinas mais perigosas produzidas pelas espécies F. verticillioides e F.
proliferatum e que normalmente sdo detectadas em altos niveis em cereais colhidos e
armazenados (Turner, P. et al., 1999; Cendoya et al., 2014). As fumonisinas encontradas em

cereais sdo as fumonisinas B, incluindo fumonisina B1 (FB1), fumonisina B2 (FB2) e



fumonisina B3 (FB3), sendo a fumonisina FB1 a mais abundante, representando entre 70-80%
das fumonisinas totais (Rheeder et al., 2002).

Estudos tém demonstrado a relacdo do consumo de racGes contaminadas com
fumonisinas com efeitos tdxicos agudos para certos animais, especialmente cavalos e suinos,
e com propriedades cancerigenas em ratos (Duvick, 2001). Além disso, tem sido demonstrada
a relacdo do consumo de grdos contaminados com doengas em humanos, como 0 cancer
esofagico (Sydenham et al., 1990).

E importante ressaltar que a contaminacdo dos grdos de milho com micotoxinas
produzidas por fungos fitopatogénicos nem sempre estd diretamente relacionada ao
aparecimento de sintomas da doenca (Lanza et al., 2017). Diferentes formas de interacéo entre
o fitopatogeno e o milho podem ser observadas. Na primeira delas, que ocorre mais
frequentemente, Fusarium produz altas concentracbes de fumonisinas, sendo possivel
observar sintomas como 0 apodrecimento da espiga e grdos ardidos. Na segunda forma,
ocorre a producdo de micotoxinas nos grdos infectados, porém, sem o aparecimento visivel de
qualquer sintoma da doenca. J& na Gltima delas, os grdos encontram-se bastante danificados
pelo fitopatdgeno, no entanto, as fumonisinas ndo estdo presentes ou podem ser encontradas

em baixas concentragdes (Munkvold e Desjardins, 1997).

2.5 Controle bioldgico

Os fungos fitopatogénicos, geralmente, sdo controlados com uso de agroquimicos. No
entanto, 0 uso excessivo e inadequado pode trazer inUmeros riscos tanto para 0 meio ambiente
quanto para a saude humana (Xu e Kim, 2014). Além disso, podem promover 0 aumento da
resisténcia dos fitopatdgenos e eliminar microrganismos que sdo essenciais ao ambiente, por
exemplo, os que degradam matéria organica e aqueles que sdo utilizados em programas de
biocontrole (Spadotto et al., 2004).

As medidas de controle utilizadas contra F. verticillioides incluem ainda o uso de
cultivares de milho resistentes e adocdo de praticas culturais como a rotacdo de culturas e
praticas de plantio afim de reduzir o potencial de indculo. No entanto, essas medidas ndo tém
mostrado resultados muito efetivos (Munkvold e Desjardins, 1997). Diante disso, como
estratégia para reduzir os efeitos negativos do uso dos defensivos e aumentar a eficiéncia de
controle, métodos alternativos, como o controle biol6gico, vém sendo estudados (Campanhola
e Bettiol, 2003).



O controle bioldgico é definido como a utilizagdo de organismos especificos, 0s quais
interferem com organismos patogénicos e pragas causadoras de doengas em plantas, sendo
uma ferramenta natural e uma alternativa ecologica para superar os problemas causados por
métodos quimicos para a protecdo de plantas (Saito et al., 2009). A utilizacdo de
microrganismos com potencial antagonista contra patdgenos tem se apresentado como uma
alternativa promissora por ser uma técnica simples, segura ao meio ambiente e de baixo custo
qguando comparada com 0s métodos convencionais de tratamento (Silva et al., 2003; Brito et
al., 2013).

Para que um microrganismo seja considerado eficiente no controle de fitopatdgenos é
importante que ele tenha a capacidade de multiplicar-se rapidamente e colonizar a planta.
Além disso, € essencial que o antagonista tenha capacidade de competir por recursos no
ambiente em que Sse encontra, muitas vezes em condi¢des limitadas de nutrientes e com
variagcOes de temperatura e umidade (Stacey e Keen, 1996). O controle de doengas por
agentes microbianos é o resultado das interacdes entre o agente de controle bioldgico, a
comunidade microbiana local, o patdgeno alvo e a planta hospedeira. Essas interacGes sdo
diretamente influenciadas pelo ambiente fisico-quimico no qual o agente de controle
bioldgico € introduzido (Thomashow e Weller, 1996).

Esses organismos podem impedir o crescimento de fungos fitopatogénicos através de
diferentes modos de acdo e de forma ativa ou passiva. Na forma ativa, a inibi¢do pode ocorrer
de trés maneiras distintas: (1) o antagonista produz e libera para 0 meio substancias tdxicas,
como antibidticos e enzimas extracelulares, que impedem o crescimento do fitopatégeno; (2)
através do contato entre os dois microrganismos (a hifa do fungo antagonizado sofre
plasmoélise quando entra em contato com o antagonista); (3) ou através do micoparasitismo,
guando um microrganismos ataca o outro e obtém nutrientes das células vivas, com pouco ou
nenhum dano aparente para o hospedeiro ou quando ataca e destr6i as células matando o
hospedeiro. Na forma passiva, a inibicdo ocorre pela competicdo entre o0s dois
microrganismos por espaco e nutrientes que sao essenciais para o desenvolvimento de ambos,
nesse caso a vantagem competitiva sera daguele que estiver em maior nimero ou por
apresentar maior taxa de crescimento (Deacon, 1980).

Dentre os mecanismos de controle usados pelos antagonistas, a producdo de
compostos que possuem propriedades antifingicas, como as enzimas hidroliticas e 0s
antibidticos, sdo os mais bem estudados (Haas e Keel, 2003). Diferentes enzimas secretadas
pelos antagonistas desempenham um papel importante no biocontrole. Os microrganismos

que agem sobre os fitopatdgenos produzem enzimas hidroliticas, incluindo quitinases,



celulases, glucanases, proteases e lipases, que degradam e lisam componentes da parede
celular dos fungos afetando o seu crescimento e em alguns casos levando-os a morte (Mabood
et al., 2014). Enzimas hidroliticas afetam o crescimento fungico por sua acéo litica na parede
celular, pontas de hifas e tubos germinativos (Kim et al., 2003), causam o inchaco das hifas
que leva ao enrolamento ou rompimento dessas estruturas (Someya et al., 2000).

A producéo de antibidticos por microrganismos envolvidos no controle bioldgico tem
sido vista como outro importante mecanismo de contribuicdo para a reducao dos sintomas das
doencas. A producdo desses compostos faz parte do metabolismo secundario dos
microrganismos, ou seja, ndo S0 essenciais para O seu crescimento, mas podem ter
implicacdes na sua sobrevivéncia e competitividade. Os antibidticos sdo toxinas que podem,
em baixas concentracBes, matar ou reduzir o crescimento de outros microrganismos. Alguns
antagonistas sdo capazes de produzir diferentes classes de antibioticos que podem suprimir
um ou mais patdgenos, aumentando assim a capacidade de controle bioldgico (Arseneault e
Filion, 2017).

Diferentemente do método quimico, o controle bioldgico ndo apresenta resultados téo
imediatos, além disso, a adogdo desse método como Unica forma de controle pode muitas
vezes levar apenas ao controle parcial da doenca. Dessa forma, a utilizagdo do controle
bioldgico deve ser associada a outros métodos de controle, consolidando a pratica do manejo
integrado. A utilizagdo de diferentes métodos de controle de forma integrada constitui uma
alternativa com maiores chances de sucesso do que a utilizacdo de um unico método (Ghini,
1991).

Os bioformulados podem ser utilizados em conjunto com os defensivos, e sua
aplicacdo em campo pode ser feita através da microbiolizacdo das sementes, infestagdo do
solo e pulverizacdo de espigas ou sobre 0s grdos armazenados. Assim, o isolamento dos
microrganismos antagonistas a partir do ambiente onde estes organismos serdo utilizados é
um dos pontos principais para a efetividade do controle bioldgico, uma vez que esses isolados
séo mais adaptados a sobreviver e competir nesses ambientes (Imamura et al., 2000). Diante
disso, 0 objetivo desse trabalho foi selecionar e caracterizar microrganismos de estigma de

milho de quatro regides com potencial para o biocontrole do Fusarium verticillioides.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Isolamento dos microrganismos

Os microrganismos foram isolados de cabelos de milho de lavouras plantadas nas
cidades de Sete Lagoas-MG, Sidrolandia-MS, Goiania-GO e Sertaneja-PR na safra de 2016.
Foram coletadas espigas verdes e secas de plantas aleatdrias. Também foram incluidos 24
microrganismos endofiticos de folha e seiva de milho que foram isolados de Sete Lagoas-MG
e sao pertencentes a Colecdo de Microrganismos da Embrapa Milho e Sorgo (CMMF). Para
os testes de antagonismo, foi utilizado o isolado CML 2743 de F. verticillioides obtido do
Laboratdrio de Fitopatologia da Embrapa Milho e Sorgo em Sete Lagoas-MG.

Para o isolamento dos microrganismos foram utilizados cabelos localizados tanto na
parte externa quanto interna das espigas. Os cabelos de milho foram cortados e transferidos
diretamente para placas de Petri contendo meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA). Em
metade das placas foi adicionada uma solucgdo de estreptomicina e ciclohexamida (20mg/L)
para inibir o crescimento de bactérias e fungos, respectivamente.

Para o isolamento dos microrganismos epifiticos, foi realizada uma diluicdo seriada a
partir da mistura de 10 g das amostras e 90 mL de solucdo salina autoclavada [NaCl 0,9%
(m/v)]. Ap0s agitacdo durante 30 minutos a 200 rpm foi realizada uma diluicdo seriada até 10
®. De cada uma das diluicdes de 10, 10° e 107 foi retirada uma aliquota de 100 pL que foi
espalhada em placas de Petri, em triplicata, contendo meio de cultivo BDA. Em metade das
placas foi adicionada uma solucdo de estreptomicina e ciclohexamida (20mg/L) para
selecionar fungos e bactérias respectivamente.

Para o isolamento de microrganismos endofiticos do cabelo de milho foi feita uma
desinfestacdo inicial e posteriormente a maceracdo das amostras. Para desinfestacdo foi
utilizada a metodologia de Bulgari et al. (2009), que consiste em adicionar a amostra 30 mL
de solucdo de etanol 70% (v/v) por 3 min. Em seguida, foi realizada a lavagem com agua
deionizada para retirada do excesso de etanol. Posteriormente, foram adicionados 30 mL de
hipoclorito de sodio a 2% (v/v) por 5 min e em seguida lavou-se com agua deionizada.
Novamente foram adicionados 30 mL da solucéo de etanol 70% (v/v) por 30 segundos e logo
apos foi repetida a lavagem com agua deionizada. Por fim, a amostra foi lavada quatro vezes
com agua deionizada autoclavada, sendo a ultima agua plaqueada para confirmacdo da
eficiéncia da desinfeccdo. Em seguida, foi feita uma diluicdo seriada com as amostras

maceradas conforme descrito anteriormente.
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Todas as amostras em meio de cultura foram incubadas em temperatura ambiente por
sete dias, e o crescimento foi avaliado a cada dois dias. Apds o periodo de incubagdo, foram
selecionados para o0s testes de antagonismo 0s microrganismos distintos macro-
morfologicamente. Esta distingdo foi realizada com base no formato e aspecto da col6nia,
tamanho, cor, tipo de borda e taxa de crescimento.

Os microrganismos selecionados foram retirados da placa inicial e transferidos para
novas placas contendo o mesmo meio de cultura. Ap6s a obtencdo das culturas puras, 0s
isolados foram armazenados em frascos contendo 6leo mineral e armazenados a temperatura
ambiente. Os isolados também foram preservados em microtubos contendo glicerol a 20%
(v/v) e armazenados a -4 °C (bactérias) e a 8 °C (fungos).

3.2 Avaliacéo do antagonismo em meio solido

Para a avaliacdo do antagonismo in vitro contra F. verticillioides foram utilizados
cento e noventa microrganismos isolados do estigma do milho e vinte e quatro
microrganismos retirados da Colecdo da Embrapa Milho e Sorgo (CMMF), que foram
anteriormente isolados de seiva e da folha do milho. Foi realizado um teste de confronto
direto das culturas em meio sélido de acordo com a metodologia adaptada de Sagahon et al.
(2011). Inicialmente, um disco de 5 mm da borda da cultura pura do patégeno, crescido por
sete dias em meio Batata Dextrose Agar (BDA), foi transferido para o centro de uma placa de
Petri (90 mm de diametro) contendo 0 mesmo meio. Em quatro pontos equidistantes entre si e
do centro foi adicionado um disco de micélio de cada isolado fungico crescido por sete dias a
28 °C ou 10 pL de suspensio bacteriana na concentracdo aproximada de 10% UFC/mL,
crescida por 24 h a 28 °C. O teste foi realizado em triplicata e o controle foi composto de
placas contendo apenas o fitopatdgeno. A medicdo do raio da coldnia do fitopatdgeno foi
realizada na presenca e auséncia dos microrganismos antagonistas quando toda a superficie do
meio foi colonizada pelo patdgeno no tratamento testemunha, cerca de sete dias apds a
incubacdo a 25 °C com fotoperiodo de 12 horas de luz. A zona de inibicdo (ZI) dos isolados

foi calculada pela formula abaixo:

Z1(%) = (N1 - N2) x 100
N1
Sendo: |ZI| = Zona de inibigdo; N1= raio do micélio encontrado na auséncia do
antagonista; N2= raio do micélio na presenca do antagonista (Campanile et al., 2007).

12



3.3 Identificacdo molecular dos isolados
3.3.1 Extragéo de DNA

A partir do ensaio anterior foram selecionados os isolados que apresentaram maior
atividade antagonista, avaliada através do raio e da zona de inibi¢do. Esses isolados foram
identificados por meio do sequenciamento parcial do gene 16S rRNA (bactérias) e regido ITS
(fungos).

Para a extracdo de DNA dos isolados bacterianos, culturas puras foram crescidas em
meio liquido Luria Bertani a 28 °C por 24 h sob agitacdo a 150 rpm. Apds esse periodo, a
cultura foi centrifugada a 16.000 rpm e o sobrenadante descartado. A extracdo de DNA
gendmico foi realizada com o kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega, EUA), de
acordo com as recomendaces do fabricante. Para a extracdo de DNA dos isolados fungicos,
micélios crescidos em meio Batata Dextrose Agar (BDA) a 28 °C por 7 dias foram removidos
do meio de cultura e macerados em almofariz com nitrogénio liquido. O material pulverizado
foi recolhido em microtubo de 2 mL e a extragdo de DNA gendmico foi realizada por meio do
kit UltraClean™ Microbial DNA Isolation (MOBIO, EUA), de acordo com as instru¢ées do
fabricante.

A integridade do DNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 1% (m/v) em
tampdo TAE 1X (10 mM Tris, 20 mM 4cido acético e 1 mM EDTA, pH 8,0), corado com
solucéo de GelRed (Biotium, EUA). As amostras foram visualizadas em transiluminador sob
luz UV e fotografadas no equipamento Gel Logic 200 (KODAK Company, EUA). A
guantificacdo do DNA foi realizada em espectrofotbmetro ND-1000 UV/VIS (NanoDrop
Technologies, EUA) e as amostras diluidas para a concentracao de 20 ng/uL.

3.3.2 Amplificacéo do gene 16S rRNA

Para bactérias, as reacdes de PCR foram preparadas com os primers 8F e 1492R
(Tabela 1). A amplificacdo do DNA foi realizada com um volume final de reagdo de 20 pl,
contendo 2 pL de DNA (20 ng/uL); 2 puL tampéo de reacdo 10 X (Invitrogen); 1,0 uL de
trifosfato de desoxinucledtideos (ANTP) 2,5 mM cada; 4 uL de Dimetilsulfoxido (DMSO)
20% (v/v); 0,8 pL de cada primer (10 uM); 0,2 uL de Taq DNA Polimerase 5 U/ pL*
(Invitrogen), 0,6 uL. de MgCl> 50mM e 8,6 uL de agua ultrapura. A amplificacdo foi feita em

termociclador Veriti (Applied Biosystems, EUA) com uma desnaturacéo inicial a 95 °C por 2
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minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 30 segundos, anelamento a 59 °C
por 30 segundos, extensdo a 72 °C por 1 minuto e 30 segundos e uma extensédo final de 10
min a 72 °C. O produto de PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1% (m/v) por
uma hora a 100 V em tampao TAE 1X. O gel foi corado com solucdo de Gel Red (Biotium,
EUA), visualizado sob luz UV e fotografado no equipamento Gel Logic 200 (KODAK
Company, EUA).

Tabela 1 - Primers utilizados na amplificacdo e sequenciamento do gene 16S rRNA dos
isolados bacterianos selecionados.

Primer Sequéncia (5°-3°) Referéncia

8F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG Turner, S. etal., 1999
1492R GGTTACCTTGTTACGACTT Turner, S. etal., 1999
515F GTGCCAGCMGCCGCGGTAA Turner, S. etal., 1999
902R GTCAATTCITTTGAGTTTYARYC Hodkinson e Lutzoni, 2009

3.3.3 Amplificagéo da regido ITS

Para a identificagio dos fungos foram utilizados os primers ITS4R (5°-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) e ITS5F (5°’- GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’)
de acordo com White et al. (1990). As reacdes de amplificacdo foram elaboradas com um
volume final de 20 uL, contendo 1 uL de DNA (20 ng/uL); 2 uL do tampéo de reacdo 10 X;
1,0 uL de trifosfato de desoxinucledtideos (ANTP) 2,5 mM cada; 1 pL de cada primer (10
uM), 0,8 puL de MgCl, 50mM; 0,2 uL de Taq polimerase 5 U/ uL™t e 13 pL de dgua ultrapura.
A amplificacdo foi realizada em termociclador Veriti 96-Well Thermal Cyclers (Applied
Biosystems, EUA) com programagdo inicial a 95 °C por 2 minutos, seguidos de 35 ciclos de
94 °C por 1 minuto, 55 °C por 30 segundos e 1 minuto a 72 °C, seguido de um passo final de
72 °C por 10 minutos. Apo6s o término da reacdo, o produto de PCR foi observado como

descrito para as bactérias.

3.3.4 Sequenciamento de DNA

Para a purificagdo dos fragmentos de DNA amplificados, foram adicionados 4 uL da
enzima Exo-Sap (GE HealthCare, USA) em 15 uL produto da rea¢do de PCR. Em seguida, as

amostras foram incubadas a 37 °C por 30 minutos e 80 °C por 15 minutos.
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As reacOes de sequenciamento foram elaboradas com 4 uL do produto de PCR
purificado, 1 pL de primers 1492R, 8F, 902R ou 515F (Tabela 1), 0,5 uL Big Dye V3.1
(Applied Biosystems, EUA), 1,75 uL do tampao de reacdo (Applied Biosystems, EUA) e 2,75
uL de agua ultrapura. Em seguida, as placas foram incubadas em termociclador nas seguintes
condigdes: 96 °C por 1 minuto, 96 °C por 2 segundos, 50 °C por 15 segundos, 60 °C por 4
minutos, repetidos por 30 vezes.

Ap0s o término da reacdo, foram adicionados 60 pL de etanol absoluto mais 5 uL de
EDTA (125 mM). Em seguida, as amostras foram homogeneizadas e incubadas no escuro por
15 minutos em temperatura ambiente. Decorrido esse tempo, as amostras foram centrifugadas
a 4.000 rpm por 45 minutos. O sobrenadante foi entdo descartado e em cada amostra foram
adicionados 100 uL de etanol 70% (v/v). Novamente as amostras foram centrifugadas a 4.000
rpm por 10 minutos. Em seguida, o etanol foi descartado e as amostras foram centrifugadas
invertidas até 300 rpm com baixa aceleragdo e desaceleracdo. Posteriormente, foram
colocadas em estufa a 65 °C por 3 minutos ou até a completa secagem. Por fim, foram
adicionados em cada amostra 10 puL de formamida HI-DI (Applied Biosystems, EUA),
seguido de desnaturacdo em termociclador a 95 °C por 5 minutos.

As amostras foram analisadas no sequenciador de DNA modelo ABI PRISM 3500xL
Genetic Analyzer (Applied Biosystem, EUA) e as sequéncias obtidas foram alinhadas com

utilizando o programa Sequencher 4.1.4 (Genes Codes Corporation).

3.3.5 Andlise das sequéncias e construcdo da arvore filogenética

Os isolados foram identificados por comparacdo de sequéncias no banco de dados do
Centro Nacional de Informacdo Biotecnoldgica (NCBI) usando o programa BLASTN (http:
//blast.ncbi.nlm.nih.gov). A arvore filogenética foi construida utilizando as sequéncias da
regido 16S rDNA dos isolados e sequéncias de “isolados tipo” provenientes de cole¢des de
culturas internacionais. Foi utilizado o método Neighbor Joining, utilizando o modelo
evolutivo Tamura 3 parameter com 1.000 replicacGes de bootstraps, através do programa
MEGA 5 (Tamura et al., 2011).
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3.4 Avaliacdo da producéo de metabdlitos pelos isolados

Quatorze isolados que apresentaram os maiores valores de inibicdo no teste de
confrontacdo direta foram selecionados para a avaliagdo da producdo de metabolitos
antifngicos.

Inicialmente, os isolados foram crescidos em placas de Petri contendo meio BDA até
obtencdo de uma cultura pura e em seguida foram adicionados discos de 5 mm da borda do
micelio ou das colénias em Erlenmeyers contendo 50 mL de meio liquido TSB (Tripticaseina
de soja). A incubacdo foi realizada a 28 °C sob agitagdo de 90 rpm por trés dias. Apos esse
periodo, o sobrenadante foi coletado por centrifugacdo a 6.000 rpm durante 10 minutos e
filtrado em membranas de 0,22 um para a obtencdo do filtrado. O filtrado de cada antagonista
foi transferido para Erlenmeyers de 250 mL onde foram adicionados trés discos de 5 mm da
borda do micélio de F. verticillioides e solu¢do do antibidtico tetraciclina + estreptomicina
(20 mg/L). Erlenmeyers contendo apenas meio TSB, discos do fitopatdgeno e antibiotico
foram utilizados como controle. Durante dez dias os Erlenmeyers foram incubados a 28 °C de
forma estacionéria, permitindo o crescimento da massa micelial. Posteriormente, as biomassas

foram filtradas utilizando-se gaze, secas a 60 °C até peso constante e em seguida pesadas.
3.5 Efeito dos metabdlitos na germinacéo de conidios e desenvolvimento de hifas

Para a obtencdo do filtrado de cada antagonista foi utilizada a mesma metodologia
descrita no item 3.4. Para preparacdo da suspensao de conidios, o fungo CML2743 foi
crescido em meio BDA por sete dias a 25 °C com fotoperiodo de 12 horas de luz. Apos esse
tempo foram adicionados 3 mL de &gua estéril em cada placa e a coldnia foi raspada com o
auxilio de uma lamina estéril. A suspensdo de conidios foi obtida e a concentracdo foi
ajustada para 7 x 10* conidios/mL utilizando uma camara de Neubauer. Em tubos conicos de
15 mL foram adicionados 1 mL do filtrado e 1 mL da suspensdo de conidios. Nas
testemunhas, o sobrenadante foi substituido pelo mesmo volume de 4gua estéril e pelo meio
de cultura utilizado para o crescimento dos isolados. A incubacdo foi realizada a 25 °C com
fotoperiodo de 12 horas de luz. Apds 24 horas, foi avaliado em microscopio éptico o efeito do
filtrado de cada antagonista sobre a germinacgéo e desenvolvimento das hifas. Foram contados
100 conidios em cada tratamento e 0s que apresentaram projecdo da hifa foram considerados
como germinados. As porcentagens de inibicdo foram calculadas em comparagdo com o

controle.
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3.6 Caracterizacao enzimatica dos isolados

Para a avaliacdo da producdo e indice enzimatico, todos os isolados bacterianos foram
crescidos em meio TSB por 72 horas e a concentragio ajustada para aproximadamente 108
UFC/mL, antes da inocula¢do no meio de cultura especifico para cada enzima.

3.6.1 Producéo de celulase

Os isolados foram cultivados em meio de cultura minimo M9 (10 g¢/L de
carboximetilcelulose, 5 g/L de extrato de levedura, 12,8 g/L de Na;HPO. .7H;0, 3 g/L
KH2PO4, 0,5 g/L de NaCl, 1 g/L de NH4Cl, 5 g/L de MgSOa4 .7H-0, 0,01 g/L de CaCl .2H-0,
15 g/L de &gar). Apos 48 h de crescimento microbiano, foram adicionados 10 mL do corante
Vermelho Congo (1g/L), deixando-se agir por 15 minutos. Em seguida, as placas foram
lavadas com solucdo de NaCl 5M. A detec¢édo da producdo da enzima celulase foi observada
apo6s 10-15 minutos com a formacgdo de uma zona amarelada ou alaranjada no entorno das

colonias segundo a metodologia de Teather e Wood (1982).

3.6.2 Producéo de pectinase

Para a avaliacdo da atividade da pectinase os isolados foram crescidos em meio
minimo M9 como descrito acima. No entanto, ha composi¢do do meio de cultura a fonte de
carbono carboximetilcelulose foi substituida por pectina citrica na mesma quantidade. O pH
foi ajustado para 8,0. Ap6s o periodo de incubacdo e o crescimento dos isolados como
descrito para a celulase, foram adicionados 10 mL lugol, sendo as placas lavadas em seguida
com agua deionizada. A presenca de um halo incolor em torno das coldnias foi considerada

producdo de pectinase, conforme metodologia descrita por Silva (2015).

3.6.3 Producéo de protease

Para a avaliagdo da atividade proteolitica dos isolados foi utilizado o meio de cultura
composto de 5g/L de triptona, 2,5 g/L de extrato de levedura, 2,5 g/L de NaCl, 1 g/L de
glicose e 16 g/L de &gar. Apos a esterilizacdo do meio de cultura, foram adicionados 100 mL
de leite desnatado fervido. Apos 48 h, a atividade enzimaética dos isolados foi determinada
observando a formagdo de um halo incolor em torno das colonias apds o crescimento

microbiano, segundo metodologia descrita por Silva (2015).
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3.6.4 Producao de lipase

A atividade da enzima lipase foi testada de acordo com metodologia de Savitha et al.
(2007). Foi avaliado o crescimento dos isolados em meio de cultura composto por 5 g/L
peptona, 1 g/L de extrato de levedura, 4 g/L de cloreto de sodio, 15 g/L de agar, 31,25 mL/L
de 6leo de oliva, 0,01 g/L de rodamina B; pH 7,0. Ap6s 48 h de crescimento microbiano foi
avaliada a presenca de halos de coloracdo azul em torno das coldnias quando expostas a
radiacdo ultravioleta.

3.6.5 Indice enzimatico

Apds o crescimento microbiano em cada meio de cultura especifico, o didmetro das
colénias e os halos formados foram medidos com paquimetro e o indice enzimatico (IE) foi

calculado conforme férmula abaixo:

IE =DH
DC
Sendo: DH = o diametro em mm do halo descolorido e DC = o didametro em mm das

col6nias dos isolados.
3.7 Avaliacdo da reducdo da incidéncia do patdégeno em sementes de milho

Para avaliar a reducdo da incidéncia do fitopatdgeno F. verticillioides foram utilizadas
sementes de milho BRS1010 sem nenhum tipo de tratamento antifungico. Inicialmente, as
sementes foram desinfestadas através da imersdo em solugdo de hipoclorito a 3% (v/v) por 5
minutos, seguida de trés lavagens com agua deionizada. As sementes foram submetidas a luz
direta por 24 h e posteriormente congeladas a -20 °C por mais 24 h a fim de inibir o processo
de germinacdo. Apos esse tempo, as sementes foram desinfectadas para eliminar os fungos
presentes e posteriormente infectadas com F. verticillioides. Para a desinfeccdo, as sementes
foram colocadas em uma solucdo de etanol 70% (v/v) por 10 min e imersas em agua
deionizada estéril por 4 h. Em seguida, as sementes foram incubadas em agua deionizada
estéril em banho-maria a 60 °C por 5 min, de acordo com metodologia descrita por Daniels
(1983). Para a infeccdo com F. verticillioides, suspensdes de esporos foram preparadas
conforme descrito no item 3.5, no entanto, a concentracdo foi ajustada para 1 x 10°
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conidios/mL. As sementes incubadas com suspensdo de conidios foram mantidas sob agitagéo
constante por 24 h a 25 °C e secas em temperatura ambiente.

Para o tratamento das sementes foi utilizada a metodologia adaptada de Bressan e
Figueiredo (2003). Os isolados foram crescidos em meio TSB por 72 h e as concentracfes
ajustadas para aproximadamente 102 UFC/mL. As sementes foram imersas nas suspensoes de
cada isolado por 24 h a 28 °C e agitadas em agitador orbital a 130 rpm. A testemunha
consistiu na imerséo das sementes em meio TSB pelo mesmo periodo de tempo. Um controle
adicional contendo sementes desinfectadas, sem tratamento com os isolados e sem indculo de
F. verticillioides, foi incluido para avaliar a eficicia da desinfecc¢éo.

Ap0s esse procedimento, as sementes foram plaqueadas em caixas plasticas gerbox,
com dimensdes de 11 x 11 x 3 cm, contendo trés camadas de papel filtro umedecido com agua
deionizada estéril. Para cada tratamento foram utilizadas 60 sementes distribuidas em trés
repeticdes de 20 sementes por cada caixa. As caixas foram acondicionadas em prateleiras a 22
+ 2 °C, com fotoperiodo de 12 h de luz. A avaliacdo da incidéncia de F. verticillioides nas
sementes foi realizada apds oito dias de incubagdo, examinando-se individualmente as

sementes em microscopio.

3.8 Avaliacdo do tratamento de sementes com as bactérias antagonistas na reducéo da
podridao-do-colmo

O ensaio foi instalado em casa de vegetacdo da Embrapa Milho e Sorgo em Sete
Lagoas-MG. Para avaliacdo da capacidade de controlar a podridao-do-colmo ocasionada por
F. verticillioides nas plantas de milho, foram selecionadas quatro bactérias que apresentaram
maior eficiéncia nos testes de antagonismo in vitro.

Para o tratamento das sementes, os isolados foram inoculados em 500 mL de meio
liquido LB e incubados a 35 °C por 72 h sob agitacdo de 300 rpm. Em seguida, as amostras
foram centrifugadas a 2.000 rpm por 2 min para a separacdo do sobrenadante que
posteriormente foi descartado. A biomassa foi ressuspendida em 200 mL de solucdo de
sacarose a 20% (m/v). Para microbiolizacdo, foram utilizadas sementes de milho BRS 1010
reconhecidas como suscetiveis ao patdgeno. As suspensdes foram inoculadas nas sementes e a
incubacéo foi realizada sob agitacdo de 80 rpm por 30 minutos em temperatura ambiente. O
excesso de inoculo foi descartado, as sementes foram misturadas em amido e sacarose a 50%

(m/v) e secas por 24 h a 30 °C, conforme metodologia descrita por Lanza et al. (2012).
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Inicialmente foi preparada a suspensdo de esporos de F. verticillioides como descrito
no item 3.5 e a concentragdo ajustada para 1 x 10° conidios/mL. Para os testes nas plantas de
milho, as sementes foram plantadas a 5 cm de profundidade em vasos contendo 5 kg de solo.
Apds 30 dias de plantio foi realizada a inoculacdo do fitopatdgeno no colmo das plantas
utilizando um palito esterilizado e imerso na suspensdo de esporos. Os tratamentos foram
constituidos de: 1) sementes tratadas com cada isolado antagonista e inoculacdo com F.
verticillioides; 2) sementes sem tratamento com os isolados e inoculacdo com F.
verticillioides; e 3) sementes sem tratamento com os isolados e palitos sem inocula¢do com F.
verticillioides. Um controle adicional foi incluido para verificar se os isolados ndo causaram
nenhum efeito prejudicial nos colmos da planta de milho. Nesse caso, as sementes foram
tratadas com cada um dos isolados sem a inoculacdo de F. verticillioides e foram cultivadas
sob as mesmas condicBes descritas acima. Apos 45 dias, a severidade da podridao-do-colmo

foi avaliada segundo escala de notas descrita por Nicoli et al. (2015).

3.9 Analises estatistica

Os dados obtidos foram analisados utilizando andlise de variancia (ANOVA), seguido
do teste de comparacdo de médias Scott-Knott a p<0,05. Todos os tratamentos foram
realizados em triplicata e os resultados, expressos como média das repeticdes. As analises

estatisticas foram feitas utilizando o software Sisvar (Ferreira, 2010).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Isolamento dos microrganismos de estigmas de milho

Foram obtidos 190 morfotipos de microrganismos isolados de estigmas de milho
coletados nas regides de Sete Lagoas-MG, Goiania-GO, Sertaneja-PR e Sidrolandia-MS. Por
meio da metodologia de isolamento e de avaliagdo macromorfoldgica adotada, foi possivel
isolar tanto microrganismos endofiticos, que representaram 46% dos isolados, quanto
microrganismos epifiticos, representando 54% dos isolados (Tabela 2).

Nao foram encontrados na literatura relatos de microrganismos de estilo de vida
endofitico em estigma de milho. A busca por microrganismos de tecidos vegetais pouco
explorados pode contribuir ndo somente para fornecer informagfes sobre a diversidade
microbiana nesses locais, como também favorecer a descoberta de novas espécies com

potencial biotecnoldgico. Microrganismos endofiticos vivem, pelo menos uma parte do ciclo
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de vida, dentro dos tecidos das plantas, como folhas, caules (Johnston-Monje e Raizada,
2011) e principalmente raizes (Miliute et al., 2015). Porém, os microrganismos podem entrar
no tecido da planta através de sitios de emergéncia de raizes laterais, leses, aberturas naturais
como estdmatos e radiculas em germinacdo. Os microrganismos endofiticos séo
assintomaticos e, ao contrario dos microrganismos patogénicos, ndo causam danos a planta
hospedeira. Além disso, podem atuar na protecdo das plantas contra fitopatdgenos através da
producdo de compostos antimicrobianos, competicdo por espago e nutrientes e inducdo de

resisténcia da planta hospedeira (Souza, 2001).

Tabela 2 - Microrganismos endofiticos e epifiticos isolados de estigmas de milho coletados
em quatro regides do Brasil.

Regido Endofiticos Epifiticos Total
Sete Lagoas-MG 17 31 48
Goiania-GO 22 25 47
Sidrolandia-MS 28 22 50
Sertaneja-PR 21 24 45
Total 88 102 190

O isolamento de microrganismos nativos das plantas de milho foi um dos critérios
utilizados nesse trabalho, pois, esses isolados sdo mais adequados para a utilizacdo em
programas de controle bioldgico. Isso deve-se ao fato de que esses isolados coexistem por
muitos anos com a microbiota natural e apresentam maiores vantagens competitivas
comparadas as espécies exoticas (Figueroa-Lopez et al., 2016). Por esses microrganismos
serem mais adaptados ao local de origem, podem apresentar maior capacidade de
sobrevivéncia no campo e capacidade de colonizar o hospedeiro, aumentando as chances de
sucesso do controle bioldgico. O isolamento dos microrganismos direto do estigma do milho
foi realizado visando obter microrganismos mais adaptados a esse local especifico, que é uma

das principais portas de entrada de F. verticillioides na planta (Munkvold et al., 1997).

4.2 Avaliacéo da inibi¢do de Fusarium verticillioides em meio sélido

Todos os 190 microrganismos isolados foram testados quanto seu potencial de
inibicdo contra F. verticillioides. No entanto, 47 microrganismos ndo apresentaram
crescimento ou apresentaram baixo crescimento no teste de confronto direto. Diante disso,

esses isolados ndo foram incluidos nos resultados desse teste. Provavelmente esses
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microrganismos ndo serdo capazes de produzir substancias em quantidade suficiente para
inibir o crescimento de F. verticillioides ou ndo alcancardo um limite que Ihes permita exibir
uma resposta antagonica.

A zona de inibicdo apresentou variacdes significativas em relacdo aos isolados
testados (p < 0,05). Do total de 167 microrganismos (143 isolados neste trabalho e 24
pertencentes 8 CMMF), 28 ndo apresentaram diferenca de reducdo do crescimento em relacéo
ao controle (Grupo A). Os outros 139 isolados que reduziram significativamente o
crescimento do F. verticillioides foram separados em quinze grupos por meio do teste
estatistico de Scott-Knott (Tabela 3). O maior nimero de isolados (grupo K) apresentou

potencial de inibig&o que variou entre 48,7 a 52,1%.

Tabela 3 - Agrupamentos dos isolados em relagdo a zona de inibicdo do crescimento de
Fusarium verticillioides em teste de confronto direto com base no teste de Scott-Knott
(p<0,05).

Agrupamento  NUmero de Z1%* Agrupamento Numero de Z1%*
Scott-Knott isolados Scott-Knott isolados

A 28 0-1,7 I 7 35,8-39,3
B 20 25-76 J 20 43,5-48,3
C 9 8,5-10,2 K 30 48,7 - 52,1
D 11 11,6 - 16,6 L 4 53,2-57,1
E 10 17,0-21,3 M 5 58,4 - 62,5
F 8 22,0-25,0 N 1 71,6
G 5 26,4 - 28,5 O 1 75,8
H 7 30,7 - 35,0 P 1 100,0

* Zona de inibig&o obtida pelo teste de confronto direto entre os isolados e Fusarium verticillioides.

O teste de confrontacdo direta in vitro € um método de triagem convencional
apropriado para avaliar com maior rapidez e menor custo um grande numero de
microrganismos com atividade antagonista (Mota et al., 2017). A vantagem da utilizacéo
desse método ¢ a possibilidade de selecionar tanto microrganismos que produzem substancias
antimicrobianas difusiveis no meio de cultura quanto microrganismos que atuam inibindo o
fitopatdgeno quando ocorre o contato entre eles, ou seja, microrganismos que empregam
diferentes estratégias de biocontrole (Figueroa-Lopez et al., 2016), como a competicdo por
espaco e ou producdo de metabolitos.

Utilizando o teste de confronto direto no meio sélido, nesse trabalho foi possivel

observar dois tipos de inibicdo do crescimento de F. verticillioides pelos diferentes isolados.
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A maioria dos isolados promoveu a inibicdo do crescimento do fitopatdgeno com a formagéo
de uma &rea limpa ao redor das coldnias (Figura 1A). O restante dos isolados interrompeu o
crescimento quando houve o contato do micélio do fitopatdgeno com a colbnia do isolado
(Figura 1B). O mesmo resultado foi observado por Palumbo et al. (2007), que analisaram o
antagonismo de bactérias do solo e rizosfera contra Aspergillus flavus e verificaram que o
mecanismo de acdo foi atraves da producdo de um ou mais compostos antimicrobianos que se

difundiram no meio de cultura.

Figura 1 - Inibicdo do crescimento de Fusarium verticillioides por dois isolados com estratégias
distintas no teste de confronto direto. (A) Inibicdo formando uma area limpa ao redor dos isolados,
isolado IM14. (B) Interrupgdo do crescimento sem a formagéo de halo

A triagem é um passo critico no controle bioldgico, uma vez que, o sucesso de todas as
etapas subsequentes depende da capacidade de um procedimento de identificar candidatos
com potencial antagonista (Cavaglieri et al., 2004). Nesse estudo, o0 método de selecdo
utilizado foi eficiente para selecionar microrganismos com a atividade de inibicdo in vitro de
F. verticillioides. De todos os microrganismos testados neste primeiro ensaio, 83%
apresentaram alguma atividade inibitdria promovida por diferentes mecanismos de acao.

VariagOes na capacidade de inibi¢do dos isolados foram observadas de acordo com a
regido de cada microrganismo (Figura 2). O maior numero de isolados que inibiram entre 0 a
20% do crescimento de F. verticillioides foram coletados da regido de Sete Lagoas-MG, onde
foi incluido tanto os microrganismos isolados quanto os pertencentes a Colecdo de
Microrganismos da Embrapa Milho e Sorgo (CMMF). O indice de inibig&o entre 20,01 e 40%
foi obtido principalmente pelos isolados de Goiania-GO. Os isolados de Sidrolandia-MS
apresentaram maior potencial de inibi¢cdo entre todos os microrganismos avaliados. Nessa

regido foi isolado o maior nimero de microrganismos com potencial de inibi¢do variando de
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40,01 a 60% e foi a Unica regido que continha um isolado que inibiu 100% do crescimento do
fitopatogeno.

O desenvolvimento de novas tecnologias mais sustentaveis baseia-se na busca de
fontes genéticas, quimicas e biologicas que podem ser empregadas como alternativa na
reducdo dos problemas gerados pelo uso de fungicidas na agricultura (Gillican, 2008). Nesse
trabalho, a busca por microrganismos de regides diferentes visou a obtengdo de um maior
numero de isolados que poderiam apresentar potencial como agentes de biocontrole. O teste
de selecdo de agentes antagonistas mostrou que em todas as quatro regides foram encontrados

microrganismos que apresentaram grande potencial de inibi¢do de F. verticillioides.
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Figura 2 - Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial de Fusarium verticillioides por
microrganismos coletados em diferentes regifes brasileiras.

4.3 Identificagdo molecular dos isolados selecionados

Para a identificagdo molecular, foram selecionados 42 isolados que mostraram
inibicdo superior ou igual a 48,7% do crescimento de F. verticillioides, no teste de confronto
direto.

A identificacdo desses isolados foi feita com base na comparacdo das sequéncias
obtidas com as sequéncias depositadas no Genbank, com valores de similaridade acima de

98% e E-value igual a 0. O sequenciamento do DNA permitiu a identificacdo dos isolados em
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oito diferentes géneros: Bacillus sp. (57,1%), Burkholderia sp. (23,8%), Achromobacter sp.
(7,1%), Pseudomonas sp. (2,4%), Serratia sp. (2,4%), Penicilium sp. (2,4%), Candida sp.
(2,4%) e Aspergillus sp. (2,4%) (Tabela 4).

Tabela 4 - Isolados, local de coleta, tipo (estilo de vida), atividade antagonista (ZI) e
identificacdo molecular de 42 isolados que apresentaram inibi¢do >48,7% do crescimento de
Fusarium verticillioides.

Isolado

ISD04
IPR24
CT01
CT02
IPR45
IPR23
IM14
IPRO6
2080**
IGN23
1919**
IGNO1
IGN36
IGN14
IPRO9
ISD23
CT04
CT03
IM25
ISD03
ISDO1
ISD41
CTO05
ISD36
IM45
ISD31
ISD12
ISD40

Local de
coleta
Sidrolandia

Sertaneja
Sete Lagoas
Sete Lagoas

Sertaneja

Sertaneja
Sete Lagoas

Sertaneja
Sete Lagoas

Goiania
Sete Lagoas

Goiania

Goiania

Goiania

Sertaneja
Sidrolandia
Sete Lagoas
Sete Lagoas
Sete Lagoas
Sidrolandia
Sidrolandia
Sidrolandia
Sete Lagoas
Sidrolandia
Sete Lagoas
Sidrolandia
Sidrolandia

Sidrolandia

Tipo

Endofitico
Epifitico
Epifitico
Epifitico

Endofitico
Epifitico

Endofitico
Epifitico

Endofitico
Epifitico

Endofitico
Epifitico

Endofitico
Epifitico

Endofitico
Epifitico
Epifitico
Epifitico
Epifitico

Endofitico

Endofitico

Endofitico
Epifitico

Endofitico
Epifitico
Epifitico

Endofitico

Endofitico

ZI*

100

75
71
62
61
60
58
58
57
55
53
53
52
51
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50

Identificacdo
Achromobacter sp.
Aspergillus sp.

Penicillium sp.

Bacillus sp.

Pseudomonas sp.
Achromobacter sp.

Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.

Burkholderia sp.

Bacillus sp.

Candida sp.

Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.

Serratia sp.

Burkholderia sp.
Burkholderia sp.
Burkholderia sp.
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ISD34 Sidrolandia Epifitico 50 Burkholderia sp.

ISD46 Sidrolandia Endofitico 50 Burkholderia sp.
ISD15 Sidrolandia Epifitico 50 Burkholderia sp.
IPR16 Sertaneja Epifitico 50 Burkholderia sp.
ISD11 Sidrolandia Endofitico 50 Achromobacter sp.
ISD49 Sidrolandia Endofitico 49 Bacillus sp.
ISD05 Sidrolandia Endofitico 49 Bacillus sp.
ISDO7 Sidrolandia Epifitico 49 Bacillus sp.
ISD18 Sidrolandia Epifitico 49 Burkholderia sp.
IPRO4 Sertaneja Epifitico 48 Bacillus sp.
IPRO5 Sertaneja Epifitico 48 Bacillus sp.
IPRO3 Sertaneja Endofitico 48 Bacillus sp.
IPR41 Sertaneja Endofitico 48 Bacillus sp.
IPRO1 Sertaneja Endofitico 48 Burkholderia sp.

* Zona de inibicao obtida pelo teste de confronto direto entre os isolados e Fusarium verticillioides.
** Bactérias pertencentes a colecdo da Embrapa Milho e Sorgo (CMMF), isoladas da cidade de Sete
Lagoas-MG. As bactérias provenientes da CMMF foram isoladas de seiva (1919) e de folha de plantas
de milho (2080).

Nos ultimos anos, bactérias de diferentes habitats ou nichos ecoldgicos (rizosféricas e
endofiticas) e diferentes géneros foram utilizadas para controlar fitopatégenos, como F.
verticillioides, bem como promover o crescimento das plantas. Espécies de Burkholderia e
Pseudomonas foram relatadas habitando a rizosfera de diferentes culturas agricolas
promovendo o crescimento da planta e atuando como agente de controle de F. verticillioides
no milho (Herndndez-Rodriguez et al., 2008). Palumbo et al. (2007), analisando o0s
microrganismos do solo, da rizosfera e endofiticos da cultura do milho, encontraram
diferentes géneros de bactérias com potencial antagonista contra F. verticiilioides e
Aspergillus flavus. Entre os géneros predominantes na rizosfera, Burkholderia e Pseudomonas
foram os mais encontrados, e nas amostras do solo, 0os géneros Pseudomonas e Bacillus
prevaleceram.

Dentre os microrganismos identificados nesse estudo, bactérias do género Bacillus
foram encontradas em maior numero, tanto como endofiticas quanto epifiticas do milho.
Espécies desse género sdo frequentemente encontradas no solo e em outros ambientes por
causa da sua capacidade de formar enddsporos que lhes confere vantagens em relacdo a outros
microrganismos como maior tolerancia a flutuacfes de temperatura e escassez de nutrientes,

entre outros estresses ambientais (Sonenshein et al., 2002).
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Além de terem sido encontradas em maior numero, os isolados de Bacillus
destacaram-se como agentes de controle de F. verticillioides. Esse resultado esta de acordo
com outros trabalhos que tém mostrado o potencial desse género no controle de diferentes
fitopatdgenos (Raaijmakers e Mazzola, 2012). Em um estudo de Passari et al. (2017), Bacillus
também foi encontrado como o género dominante entre os isolados de rizosfera com potencial
de inibicdo do crescimento de diferentes fitopatdgenos, principalmente espécies de Fusarium.
Esse género representou 56,2% do total de isolados, seguido pelos géneros Staphylococcus
(15,6%), Pseudomonas (12,5%), Sphingomonas (9,3%) e Achromobacter (3,1%). A
prevaléncia de espécies de Bacillus também foi encontrada na rizosfera de milho por
Figueroa-Lépez et al. (2016) buscando microrganismos nativos com potencial para o controle
de F. verticillioides. Tais autores identificaram como principais géneros bacterianos Bacillus
(341 isolados), Enterobacter (38), Pseudomonas (23) e Lysinibacillus (13) que exibiram
porcentagem de inibicdo variando de 53 a 99%.

Os resultados de identificagdo mostraram que dois isolados que se destacaram no
controle de F. verticillioides in vitro pertencem aos géneros Penicillium e Aspergillus que sdo
relatados como fitopatogénicos para a cultura do milho. Ha relatos na literatura mostrando o
potencial desses microrganismos para 0 uso como agentes de biocontrole. No entanto, isso
ndo implica a recomendacdo do seu uso direto no campo. Para que isso seja possivel, testes
posteriores de patogenicidade e de producdo de micotoxinas deverdo ser realizados para
melhor caracterizacdo da viruléncia desses isolados.

Além do seu potencial como agentes de controle bioldgico, bactérias e fungos dos
géneros identificados nesse trabalho sdo conhecidos pela sua importancia como agentes
promotores de crescimento vegetal. Bactérias dos géneros Bacillus (Kavamura et al., 2013),
Pseudomonas (Islam et al., 2014), Serratia (Gyaneshwar et al., 2001), Burkholderia (Minerdi
et al., 2001), Achromobacter (Sala et al., 2008), fungos dos géneros Penicillium (Souchie e
Abboud, 2007) e Aspergillus (Lian et al., 2008) e Candida (Amprayan et al., 2012) podem
atuar promovendo aumentos significativos no milho e em outras culturas de importancia
agricola. Essa caracteristica deve-se a capacidade desses microrganismos de atuarem
produzindo fito-hormdnios, fixando nitrogénio, aumentando a absor¢do de nutrientes atraves
da producéo de sideroforos e acidos organicos envolvidos na solubilizacdo de fosfato, que séo
favoraveis para o crescimento e desenvolvimento das plantas e sintese de enzimas

relacionadas a resisténcia sistémica (Gragas et al., 2015).
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4.4 Analise filogenética

A partir das sequéncias de DNA dos isolados bacterianos foi construida uma arvore
filogenética contendo sequéncias de “isolados tipo” depositadas no GenBank. A arvore foi
obtida pelo método de Neighbor Joining, utilizando o modelo evolutivo Tamura 3 parameter,
com 1.000 replicacdes de bootstraps (Figura 3).
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Figura 3 - Arvore filogenética construida a partir de sequéncias parciais do gene 16S rRNA dos
isolados selecionados e comparadas com sequéncias tipo (T) depositadas no GenBank. O método
utilizado para a construcdo do dendograma foi baseada em Neighbor Joining, utilizando o modelo
evolutivo Tamura 3 parameter com 1.000 replicacdes de bootstraps, através do programa MEGA 5
(Tamura et al., 2011).
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As sequéncias das bactérias selecionadas foram agrupadas com espécies de “isolados
tipos” de cinco géneros: Bacillus, Burkholderia, Pseudomonas, Serratia e Acromobacter,
confirmando a identificacdo obtida anteriormente pelo BLAST (Tabela 4). As bactérias foram
relacionas com as espécies: Bacillus subtilis, Bacillus velesensis, Burkholderia cepacia,
Pseudomonas aeruginosa, Serratia nematodiphila, Achromobacter insuavis, Achromobacter
xylosoxidans e Burkholderia gladioli.

Embora o sequenciamento utilizado nesse estudo tenha se mostrado eficiente para
identificacdo de algumas espécies de interesse, a analise filogenética com base apenas no gene
ribossomal 16S é limitada e pode ndo ser suficiente para distinguir espécies estritamente
relacionadas como as do género Bacillus. Isso ocorre por causa do grau muito elevado de
conservacdo nas sequéncias nucleotidicas que este gene apresenta, 0 que pode gerar
dificuldades na classificacdo de algumas espécies (Vandamme et al., 1996).

Espécies de bactérias identificadas nesse trabalho tém sido relacionadas em outros
trabalhos como agentes de biocontrole contra diferentes fitopatdgenos que causam danos em
culturas de grande importancia agricola. Bacillus subtilis e Bacillus velezensis sdo espécies
intimamente relacionadas (Dunlap et al.,, 2016) e sdo conhecidas pelo seu potencial
antagonista contra diferentes patdgenos de plantas. Em um trabalho de Palazzini et al. (2016),
a espécie B. subtilis foi reclassificada como B. velezensis de acordo com a analise
filogenética. No estudo, B. velezensis mostrou atividade antagonista contra Fusarium
graminearum reduzindo a gravidade da doenca e diminuindo a acumulacdo de micotoxinas
em condicdes de campo. Os autores atribuiram essa capacidade a producao de lipopeptideos
como a surfactina, fengicina e iturina que sdo compostos relacionados a atividade
antimicrobiana. Em um trabalho de Raudales et al. (2017), analisando o genoma de B.
velezesis, foram encontrados varios genes envolvidos na biossintese de compostos com efeitos
toxicos sobre estruturas de células de fungos e genes de resisténcia induzida sistémica nas
plantas, o que explica em parte as caracteristicas dessa espécie como agente antagonista.

Burkholderia cepacia é uma espécie tambeém descrita na literatura com atividade de
inibicdo de diferentes fungos fitopatogénicos, incluindo espécies de Fusarium. Em um
trabalho de Li et al. (2009), B. cepacia foi descrita como produtora de um composto
antifungico (CF661) que atuou inibindo F. solani. Segundo os autores, altas concentragdes
desse metabolito atuaram promovendo a morte do fitopatdgeno e baixas concentracGes
causaram alteracdes nas hifas, como o inchaco e a deposi¢cdo anormal de quintina, o que
provavelmente inibiu o crescimento do fungo. Pseudomonas aeruginosa foi descrita como

agente de biocontrole de F. verticillioides em um trabalho de Borah et al. (2016b). Os autores
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descreveram que um biossurfactante produzido por essa espécie, identificado como
ramnolipidio, apresentou atividade antifingica e promoveu danos na estrutura micelial do
fungo. O tratamento de sementes com P. aeruginosa foi eficiente para suprimir os sintomas
da doenca e controlar a podriddo-do-colmo e da espiga, além de promover um aumento da
biomassa vegetal e melhorar a frutificagédo das plantas de milho.

A espécie Serratia nematodiphila foi identificada com potencial de inibir o
crescimento de Aspergillus parasiticus em sementes de amendoim, bem como de reduzir os
niveis de aflatoxinas produzidas por esse fitopatdgeno. A capacidade dessa espécie como
agente de biocontrole foi relacionada com a producdo de quitinases que degradam as paredes
celulares fangicas (Wang et al., 2013). Além de seu potencial como agente de controle
bioldgico, essa espécie esta envolvida na promocédo de crescimento vegetal. Em um trabalho
de Khan et al. (2017), que analisou 0 genoma completo dessa espécie, identificaram-se genes
que atuam na biossintese de &cido indolacético (AlA), solubilizacdo de fosfato e genes
enzimaticos com resposta ao estresse oxidativo. Da mesma forma, a espécie Burkholderia
gladioli foi identificada como agente de controle bioldgico contra diferentes fungos
fitopatogénicos (Elshafie et al., 2012). Nesse trabalho, atividade antifungica de B. gladioli foi
relacionada com a producdo de enzimas hidroliticas extracelulares, como quitinase, protease e
glucanase e de metabdlitos secundarios difusiveis e volateis que reduziram a taxa de
crescimento de F. oxysporum e Rhizoctonia solani. A espécie Burkholderia gladioli também
foi relacionada como promotora de crescimento de milho em um trabalho de Gunjal e
Kapadnis (2013), que atribuiu essa atividade a solubilizacdo de fdsforo, producédo de fito-
hormdnios, como acido indolacético (AlA), giberelina e outros compostos relacionados ao
incremento vegetal.

Achromobacter xylosoxidans é uma bactéria frequentemente encontrada na rizosfera
que foi identificada como agente de biocontrole de Fusarium em plantas de tomate (Moretti et
al., 2008). Os principais mecanismos de biocontrole utilizados por esse microrganismo
incluem a producdo de sider6foros que fornece vantagens de competicdo por ferro no
ambiente, inducdo da resisténcia sistémica nas plantas (Moretti et al., 2008) e producdo de
quitinase (Vaidya et al., 2001).

4.5 Producéo de metabdlitos antifungicos pelos isolados

Testes de antagonismo utilizando o confronto direto entre as culturas sdo importantes

para a selecdo inicial dos isolados com potencial de controle bioldgico. Esse controle pode
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ocorrer por causa de diferentes mecanismos de atuacdo como a producdo de compostos
antifungicos ou por competicdo entre os microrganismos. Uma vez comprovada a inibicéo, a
préxima etapa consiste em analisar as causas da inibicdo, que normalmente estdo relacionadas
a producdo de metabdlitos com atividade inibitdria ou de enzimas liticas (Carissimi, 2006). O
conhecimento sobre 0s mecanismos de inibicdo dos patdgenos é importante para uma
aplicacdo bem-sucedida dos agentes de controle bioldgico (Jeffries e Young, 1994).

Quatorze isolados selecionados no teste de confrontacéo direta foram avaliados quanto
a capacidade de produzir metabolitos antifingicos. Os resultados mostraram que praticamente
todos os isolados apresentaram capacidade de produzir sobrenadantes que reduziram
significativamente o crescimento de F. verticillioides medido através do peso seco da
biomassa. Dos isolados testados, nove apresentaram maiores valores de inibi¢do (59 a 74%),
ndo havendo diferenca significativa entre eles. Somente o filtrado de um isolado Penicillium
sp. (CTO1) n&o apresentou valores significativos de redugdo do peso da biomassa quando
comparado com a testemunha (Tabela 5).

Grande parte dos microrganismos envolvidos no controle bioldgico apresentam a
capacidade de produzir um grande namero e tipos de metabolitos biologicamente ativos, de
amplo espectro ou especificos, que sdo caracteristicos das espécies e tem como principal
funcdo a protecdo contra outros organismos (Braz-Filho, 2010). O mesmo isolado pode
produzir mais de um composto antimicrobiano ao mesmo tempo, atuando sobre estruturas
distintas do fungo (Handelsman e Stabb, 1996). Os metabdlitos antifungicos produzidos
podem atuar causando a quebra da estrutura celular independente do contato fisico entre os
microrganismos (Bettiol e Ghini, 1995). Além da vantagem de sobrevivéncia que a producédo
desses compostos confere, muitas outras fungdes importantes podem estar associadas a essas
substancias como a aquisi¢do de substratos ou a sobrevivéncia em condi¢fes estressantes

(Raaijmakers e Mazzola, 2012).
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Tabela 5 - Inibicdo de Fusarium verticillioides pelos metabdlitos produzidos pelos isolados
antagonistas medida pelo peso final da biomassa.

Isolado Identificacdo Peso da Inibicdo do
biomassa Crescimento (%) em
(mg)” relagdo a testemunha
Testemunha™ 367,66 a -

CT01 Penicillium sp. 319,00 a 13,23
IGN36 Candida intermedia 282,66 b 23,11
IPR24 Aspergillus flavus 251,66 b 31,55
ISD04 Achromobacter xylosoxidans 194,00 ¢ 47,23
2080 Bacillus sp. 191,66 ¢ 47,87
IM14 Bacillus sp. 147,33 d 59,92
1919 Burkholderia cepacia 130,00d 64,64
IPR23 Achromobacter insuavis 116,33 d 68,35
IGN23 Bacillus sp. 113,00d 69,26
IGNO1 Bacillus sp. 111,33 d 69,71
IGN14 Bacillus sp. 110,00d 70,08
IPRO6 Bacillus sp. 104,66 d 71,53
IPR45 Pseudomonas aeruginosa 99,66 d 72,89
CTO02 Bacillus sp. 93,00d 74,70

“Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
“Testemunha: fitopatégeno crescido em meio de cultura sem o contato com os metabolitos.

Nesse estudo, os testes de producdo de metabolitos revelaram que treze dos quatorze
isolados mais eficientes no teste de confrontacdo direta apresentaram a capacidade de liberar
para 0 meio de cultura substancias ativas contra F. verticillioides. Esse resultado esta de
acordo com outros trabalhos que demostraram que um dos principais mecanismos de atuagao
dos antagonistas consiste na produgdo de compostos antimicrobianos. Mostraram que
espécies do género Bacillus tém sido capazes de produzir muitos metabdlitos secundarios com
efeitos antifingicos em diversos patdgenos das plantas (Raaijmakers e Mazzola, 2012).
Dentre os principais metabolitos com propriedade antimicrobiana de Bacillus destacam-se os
lipopeptideos ciclicos, como a iturina A, fengicina e surfactina. A fengicina apresenta
atividade fungitdxica contra fungos filamentosos e pode induzir a resisténcia das plantas e a
surfactina atua como um biossurfactantes e também induzem a resisténcia sisttmica (Gong et
al., 2015; Kim et al., 2017). A iturina mostra uma forte atividade antifungica contra leveduras
e fungos e tem sido relatada atuando na membrana citoplasmatica, podendo causar o
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vazamento de substancias vitais que acabam levando a célula & morte (Ongena e Jacques,
2008).

Bactérias do género Pseudomonas tém sido bastante investigadas quanto a atividade
antagonista por apresentam capacidade de produzir uma ampla gama de compostos que sao
ativos contra diversos fungos fitopatogénicos. Os principais metabolitos produzidos por
Pseudomonas incluem antifungicos peptidicos como a viscosinamida; antibioticos, como
floroglucindis, fenazinas, pioluteorina e pirrolnitrila; enzimas; gas hidrocianeto; sideréforos,
como o acido salicilico, a pioeverdina e a pioquelina, responsaveis por quelar o ferro e outros
metais, que conferem vantagem competitiva aos agentes de biocontrole pela limitagdo de
minerais essenciais nos habitats naturais (Duffy e Défago, 1999; Villa, 1999).

4.6 Efeito dos metabdlitos na germinacéo de conidios e desenvolvimento de hifas

A germinacdo dos conidios de F. verticillioides foi alterada pelo contato com
metabolitos produzidos pelos isolados (Tabela 6). No controle com o meio de cultura ou agua
esteril as hifas apresentaram crescimento normal dentro das 24 h de incubagdo (Figura 4A e
4B). Os isolados apresentaram diferentes percentuais de inibicdo comparando com o controle
que apresentou 87% de germinacdo. Somente o filtrado da bactéria Pseudomonas aeruginosa
(IPR45) inibiu 100% a germinacdo dos conidios. Os demais isolados apresentaram valores de
inibicdo que variaram de 18,4 a 56,3%.

Walker et al. (2001), avaliando os efeitos de metabdlitos produzidos por Pseudomonas
antimicrobica sobre os esporos de Botrytis cinerea, encontraram resultados positivos de
inibicdlo da germinacdo e de reducdo da ramificacdo das hifas do fitopatogeno,
independentemente do tempo de incubagdo. Em outro trabalho, os mesmos autores avaliaram
o efeito dos metabolitos na germinacdo dos conidios em folhas de morango e encontraram
reducdo significativa da germinacdo quando as substancias produzidas por P. antimicrobica
foram aplicadas na planta (Walker et al., 1996).

Os microrganismos antagonistas ou 0s metabdlitos produzidos por eles podem atuar
tanto prevenindo o estabelecimento dos fitopatdgenos, quanto inibindo sua atividade
fitopatogénica apds a colonizacdo na planta. No entanto, quando ocorre a atuagdo dos
microrganismos em uma determinada fase critica do desenvolvimento do fitopatégeno, como
no periodo de germinacdo de seus esporos ou na formacdo inicial do tubo germinativo, antes

da penetracdo na planta hospedeira, o controle pode se tornar ainda mais efetivo.
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Tabela 6 - Porcentagem de germinacdo e de inibicdo da germinacgéo de conidios de Fusarium
verticillioides que tiveram contato com o filtrado dos isolados.

Isolado Identificacdo Germinacao Inibicdo da
(%) germinacao em relagdo a
testemunha (%)
Testemunha™ 87 -

CT01 Penicillium sp. 61 29,9
IGN36 Candida intermedia 46 47,1
IPR24 Aspergillus flavus 71 18,4
ISD04 Achromobacter xylosoxidans 43 50,6
2080 Bacillus sp. 58 33,3
IM14 Bacillus sp. 38 56,3
1919 Burkholderia cepacia 52 40,2
IPR23 Achromobacter insuavis 45 48,3
IGN23 Bacillus sp. 69 20,7
IGNO1 Bacillus sp. 67 23,0
IGN14 Bacillus sp. 71 18,4
IPRO6 Bacillus sp. 69 20,7
IPR45 Pseudomonas aeruginosa 0 100,0
CTO02 Bacillus sp. 48 448

“Testemunha: conidios de Fusarium verticillioides que ndo tiveram contato com os metabdlitos dos
isolados.

A avaliacdo microscopica mostrou que 64% dos isolados pertencentes aos géneros
Bacillus sp. (IM14, IGNO1, IGN14, 2080, CT02, IPR06, IGN23), Burkholderia sp. (1919) e
Achromobacter sp. (IPR23) produziram filtrados que alteraram o crescimento normal das
hifas e causaram anormalidades morfoldgicas, como inchaco, encurtamento e vacuolizacao
das hifas (Figura 4C, 4D e 4E). Além disso, foi observado que o filtrado do isolado
Pseudomonas aeruginosa (IPR45) inibiu completamente a germinacdo e reduziu
consideravelmente o nimero de esporos na suspensao (Figura 4F), o que pode indicar a
producdo de metabolitos ou enzimas extracelulares que romperam a parede do conidio
causando a sua destruicdo. Esse resultado foi consistente quando o experimento foi repetido.
O mesmo fenémeno foi observado por Chan et al. (2003) analisando o efeito do filtrado de
Bacillus subtilis em diferentes concentracbes sobre a germinacdo de macroconidios e
crescimento de hifas de F. graminearum ap0s quatro dias de incubacdo. Os autores supdem
que o mecanismo de atuacdo foi a producdo de antibidticos que atuaram sobre a membrana

celular fangica alterando sua permeabilidade, o que gerou o inchago das hifas e a ruptura de
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algumas células. As mesmas alteragdes morfologicas foram relatadas por Gunji et al. (1983)
analisando o efeito de antibidticos com acdo fungicida sobre fungos e leveduras. Os autores
descrevem varias anormalidades causadas por diferentes antibioticos sobre as células, entre
elas, o inchaco e a ruptura das hifas, que foram alteracbes frequentemente observadas no
estudo.

Foi demostrado nesse ensaio que o isolado IPR45 (Pseudomonas aeruginosa)
apresentou a capacidade de inibir completamente a germinacdo dos esporos de
F.verticillioides. Além disso, os filtrados de alguns isolados causaram severas alteragdes
morfologicas nas hifas e impossibilitaram seu crescimento normal. Sabe-se que o micélio é a
estrutura vegetativa que apresenta um papel fundamental na reproducdo assexuada e na
progressdo da doenca. Dessa forma, os danos causados a integridade dessa estrutura podem
reduzir a patogenicidade e impedir o estabelecimento de um fungo fitopatogénico (Borah et
al., 2016a).

Recentemente, a quimiosensibilizacdo foi apresentada como nova estratégia para o
aumento da eficacia dos fungicidas, permitindo aumentar a sensibilidade dos fitopatégenos
aos compostos quimicos pela utilizacdo simultanea de duas ou mais substancias fungicidas
que teriam pouco ou nenhum efeito se utilizadas individualmente (Kim et al., 2017). Assim,
0s metabdlitos antimicrobianos, que causam danos a parede celular e alteram a
permeabilidade da membrana, produzidos pelos isolados nesse estudo, podem aumentar a
sensibilidade do fitopatdgeno aos fungicidas. A utilizacdo desses compostos em conjunto com
os fungicidas convencionais podera aumentar a eficiéncia de controle, bem como diminuir o
desenvolvimento de resisténcia dos patdgenos e reduzir danos ao meio ambiente pela

utilizacdo de menor dosagem dos produtos comerciais.
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Figura 4 - Hifas de Fusarium verticillioides em crescimento sem o contato com os filtrados. (A, B),
hifas com anormalidades na presenca dos filtrados apos 24 h de incubagdo (C, D, E), esporo ndo
germinado de F. verticillioides em contato com o filtrado de Pseudomonas aeruginosa (F).

4.7 Caracterizagdo enzimatica dos isolados

4.7.1 Producéo de celulase

A atividade da enzima celulase foi identificada através da observacdo de um halo
amarelo em torno das colbnias apds a adicdo do corante vermelho congo ao meio de cultura
(Figura 5). A formacéo dos halos de hidrolise estd diretamente relacionada a zona de atuagéo
da enzima celulase e acontece em razdo da quebra do substrato carboximetilcelulose em
fragmentos pequenos aos quais 0 corante ndo consegue se ligar ou que podem ser lavados
para fora das placas durante o processo de coloragao.

Do total de quatorze isolados avaliados, dez foram positivos para a producdo de
celulase. Quatro isolados (IGN36, IPR24, IPR45, ISD04), pertencentes aos géneros Candida,
Aspergillus, Pseudomonas e Achromobacter, respectivamente, ndo produziram halo

indicativo da atividade enzimatica.
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Figura 5 - Formacdo de halo indicativo da producdo da enzima celulase pelos isolados em meio
carboximetilcelulose corado com vermelho congo.

Os valores de IE (indice enzimatico) dos isolados que produziram celulase
apresentaram diferencas significativas (p < 0,05) entre eles e foram separados em quatro
grupos distintos. Os maiores valores de indice enziméatico foram obtidos pelos isolados 2080,
identificado como Bacillus sp. (IE= 1,85), e IPR23 (IE= 1,74), identificado como

Achromobacter insuavis, ndo havendo diferenca significativa entre eles (Tabela 7).

4.7.2 Producao de pectinase

Para a determinacdo da atividade pectinolitica ap6s o crescimento microbiano foi
avaliada a formacdo de halo de coloragdo amarela ao redor das col6nias (Figura 6). Da mesma
forma como observado no teste de producdo de celulase, os mesmos quatro isolados (IGN36,
IPR24, IPR45, 1SD04) ndo formaram halo no meio de cultura especifico, indicando que esses

isolados também ndo possuem a capacidade de produzir enzima pectinase.

Figura 6 - Formagdo de halo indicativo da produgdo da enzima pectinase pelos isolados em meio
corado com lugol.

Os outros dez isolados que apresentaram a capacidade de produzir pectinase foram
separados pelo Teste de Scott-Knott em trés grupos (Tabela 7). O isolado do género
Penicillium apresentou o maior indice enzimatico (IE= 2,35), diferindo estatisticamente dos

demais microrganismos positivos para atividade de pectinase.

4.7.3 Producéo de protease
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A capacidade dos microrganismos de produzir enzima protease foi avaliada pela
presenca de um halo incolor em torno das col6nias (Figura 7). Do total de quatorze isolados
testados, somente trés isolados pertencentes aos géneros Candida (IGN36), Achromobacter
(ISD04) e Aspergillus (IPR24) apresentaram resultados negativos para a producdo de

protease.

Figura 7 - Formacdo de halo indicativo da producdo da enzima protease pelos isolados em meio
contendo leite desnatado.

Os demais isolados com atividade proteolitica foram separados em dois grupos de
acordo com cada indice enzimatico (Tabela 7). O isolado CTO01 (Penicillium sp.) apresentou o
maior valor de IE (2,02), sendo estatisticamente diferente (p < 0,05) dos valores de IE do

restante dos microrganismos produtores de protease.

4.7.4 Producao de lipase

Para avaliacdo da producdo da enzima lipase pelos isolados, ap6s o crescimento
microbiano foi observada a formacdo de um halo de coloracdo azul ao redor da coldnia
guando as placas foram submetidas a luz UV (Figura 8).

Somente um isolado Pseudomonas aeruginosa (IPR45) apresentou atividade positiva
de degradacdo de lipideo em meio de cultura especifico, com indice enziméatico de 2,30
(Tabela 7).

Figura 8 - Formacdo de halo indicativo da producdo da enzima lipase pelos isolados em meio
contendo 6leo de oliva.
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Tabela 7 - Indice enzimatico (IE) de celulase, pectinase, protease e lipase obtido pelos
isolados selecionados no teste de antagonismo contra Fusarium verticillioides.

Isolado Identificacao indice enzimatico”

Celulase Pectinase  Protease Lipase

CT01 Penicillium sp. 1,65¢ 2,35¢ 2,02b 0,00
IGN36 Candida intermedia 0,00 0,00 0,00 0,00
IPR24 Aspergillus flavus 0,00 0,00 0,00 0,00
ISD04 Achromobacter xylosoxidans 0,00 0,00 0,00 0,00
2080 Bacillus sp. 1,85d 1,86 b 1,29 a 0,00
IM14 Bacillus sp. 1,40 b 191b 1,31a 0,00
1919 Burkholderia cepacia 1,26 a 1,74 a 1,32a 0,00
IPR23 Achromobacter insuavis 1,74d 2,03 b 1,44 a 0,00
IGN23 Bacillus sp. 152¢c 1,80 a 1,36 a 0,00
IGNO1 Bacillus sp. 162¢c 1,83 a 1,25a 0,00
IGN14 Bacillus sp. 1,23 a 1,95b 1,47 a 0,00
IPRO6 Bacillus sp. 1,27 a 1,73 a 141a 0,00
IPR45 Pseudomonas aeruginosa 0,00 0,00 1,46 a 2,30
CTO02 Bacillus sp. 1,66 ¢ 1,88b 155a 0,00

“Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Os resultados da avaliacdo da producédo de enzimas liticas mostraram que dos quatorze
isolados que foram mais eficientes na inibicdo do crescimento de F.verticillioides, onze
isolados produziram pelo menos uma das enzimas liticas, sendo que 78% dos microrganismos
foram capazes de produzir protease, 71% de celulase e pectinase, e somente um isolado (7%)
apresentou atividade lipolitica. A maioria dos isolados avaliados (71%) produziram trés das
quatro enzimas extracelulares (celulase, pectinase e protease). Essa capacidade de produzir
diferentes enzimas confere ao microrganismo maior vantagem no biocontrole, pois significa
que eles possuem um maior espectro de acdo no controle dos fungos fitopatogénicos (Nielsen
e Soresnsen, 1997).

As enzimas liticas produzidas por microrganismos desempenham um papel importante
ndo somente na degradacdo da materia organica e no aumento do crescimento vegetal, mas
também agem na reducéo de doencas, pois podem enfraquecer ou degradar constituintes das
paredes celulares e membranas de fungos, levando-os a morte (Kavamura et al., 2013). A
parede celular da maioria dos patdgenos flngicos consiste de polimeros como quitina,

glucana, proteinas, celulose e lipidios (Bartnicki-Garcia, 1968). Entre uma variedade de
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enzimas hidroliticas produzidas pelos antagonistas, as quitinases, celulases, proteases e lipases
sdo de grande interesse, pois, estdo diretamente relacionadas a atividade de biocontrole (Duo-
Chuan et al., 2005). Alem disso, as enzimas extracelulares produzidas podem agir
desencadeando respostas de defesa das plantas, que é considerado outro mecanismo de acao
dos antagonistas. 1sso ocorre quando microrganismos endofiticos produzem principalmente
celulase e pectinase como uma forma de penetracgéo ativa na planta hospedeira.

A producdo de enzimas hidroliticas € um importante mecanismo de acdo utilizado
pelos agentes de biocontrole que estd relacionado ao micoparasitismo (Harman, 2000). A
relacdo entre o antagonista e o fitopatdgeno € caracterizada por um periodo relativamente
longo de contato, em que o parasita obtém todo ou parte de seu alimento do hospedeiro,
através da digestdo de estruturas celulares pela atuacdo de enzimas hidroliticas como
quitinases, proteases, glucanases e lipases (Bettiol, 1991). Além disso, a producédo de protease
pelos antagonistas pode ser relacionada a outro mecanismo de atuacgdo e envolve a inativacao
de enzimas do fitopatdgeno que sdo responsaveis pela destruicdo da parede celular da planta e
permite sua infeccdo. Em um trabalho de Harman (2000), estudando os mecanismos de
biocontrole de Trichoderma harziaanum sobre Botrytis cinerea, o autor descreve a atuacédo de
proteases produzidas pelo antagonista sobre enzimas pectinoliticas, cutinoliticas e
celuloliticas responsaveis pela infeccdo do patégeno na planta.

Isolados das espécies Bacillus tém apresentado grande capacidade de antagonismo no
controle de Fusarium verticillioides em milho e grande parte dessa atividade se deve a
producdo de enzimas extracelulares. Em um trabalho Lizarraga-Sanchez et al. (2015) e
Figueroa-Ldpez et al. (2016), a inoculacdo desses isolados em plantas provocou uma reducgéo
da gravidade da podriddo-do-colmo e da espiga e diminuicdo dos niveis de fumonisina nos
grdos. Os testes in vitro revelaram o potencial dessas espécies em produzir glucanases,
proteases, e quitinases indicando serem esses 0s provaveis mecanismos de inibicéo.

Nesse trabalho, somente um isolado identificado como Pseudomonas aeruginosa
apresentou resultado positivo para a atividade lipolitica com indice enzimatico de 2,30.
Diferentes trabalhos tém mostrado que espécies de Pseudomonas sdo grandes produtoras de
enzimas lipases. Em um trabalho de Poritsanos et al. (2006) foi confirmado o potencial desse
género de produzir lipases e proteases que foram associadas a atividade de biocontrole. No
estudo de Pliego et al. (2007) foi demonstrada producdo de exoenzimas como protease e
lipase em trés bactérias com grande potencial de biocontrole, sendo que duas espécies sdo

pertencentes ao género Pseudomonas (P. putida e P. pseudoalcaligenes).
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As enzimas hidroliticas sdo amplamente disseminadas na natureza e 0S
microrganismos sdo a fonte preferida dessas enzimas, em razdo do seu rapido crescimento,
facil cultivo e facilidade de manipulacdo genética, que permite a obtencdo de enzimas com
propriedades desejadas para aplicacdes especificas (Beg e Gupta, 2003). Muitos processos
industriais utilizam catalizadores enziméticos para aumentar a velocidade das reacgdes
quimicas, possibilitando o desenvolvimento de métodos tecnoldgicos tdo eficientes quanto
aos realizados pela natureza (Hasan et al., 2006). A utilizacdo de enzimas de origem
microbiana na inddstria possui vantagens sobre as de origem vegetal e animal, pois elas
possuem um menor custo de producdo e possibilidade de producdo em larga escala. A
pesquisa de novas fontes microbianas é de grande interesse, pois garante o suprimento de
enzimas aos mais variados processos empregados pela industria. Além de possuir um papel
importante como um mecanismo de acdo dos antagonistas, as enzimas liticas avaliadas nesse
trabalho poderdo ser avaliadas futuramente quanto o seu potencial em aplicagoes
biotecnoldgicas.

4.8 Incidéncia de Fusarium verticillioides nas sementes tratadas com os isolados

O teste que avaliou a inibicdo de F. verticillioides nas sementes de milho mostrou
elevada incidéncia do patégeno na testemunha que foi inoculada com a suspensao de esporos
e ndo recebeu nenhum tratamento com os isolados (Figura 9B). Nenhum crescimento micelial
foi observado no tratamento controle com as sementes que foram desinfectadas e ndo foram
inoculadas com a suspensdo de esporos (Figura 9A), comprovando a eficiéncia da técnica
utilizada (Tabela 8).

Em relacdo ao tratamento com os agentes de biocontrole, os resultados mostraram que
o isolado IPR45 (Pseudomonas aeruginosa) inibiu de forma eficaz o aparecimento do
fitopatdgeno nas sementes, indicando a acdo antifingica dessa bactéria (Figura 9C). Os
demais isolados ndo apresentaram capacidade de inibir o crescimento de F. verticillioides nas

sementes (Tabela 8), apresentando incidéncia similar a observada na testemunha.
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Figura 9 - Incidéncia de Fusarium verticillioides nas sementes de milho que foram desinfectadas e
ndo foram inoculadas com a suspensdo de esporos (A), nas sementes que foram inoculadas com o
fitopatdgeno e ndo receberam tratamento (B) e nas sementes que receberam o tratamento com
Pseudomonas aeruginosa (C).

Tabela 8 - Avaliagdo da capacidade dos isolados em inibir o crescimento de Fusarium
verticillioides nas sementes em relacdo ao controle contendo sementes inoculadas somente
com Fusarium verticillioides.

Isolado Identificacdo Inibicao do
crescimento (%)

CTO01 Penicillium sp. 0
IGN36 Candida intermedia 0
IPR24 Aspergillus flavus 0
ISD04 Achromobacter xylosoxidans 0
2080 Bacillus sp. 0
IM14 Bacillus sp. 0
1919 Burkholderia cepacia 0
IPR23 Achromobacter insuavis 0
IGN23 Bacillus sp. 0
IGNO1 Bacillus sp. 0
IGN14 Bacillus sp. 0
IPRO6 Bacillus sp. 0
IPR45 Pseudomonas aeruginosa 100
CT02 Bacillus sp. 0
Controlel” - 100
Controle2™ - 0

“Controle contendo sementes desinfectadas e sem suspensdo de esporos de Fusarium verticillioides.
““Controle contendo sementes inoculadas com F. verticillioides e sem tratamento com os isolados.
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No ensaio que avaliou a capacidade dos isolados de produzir compostos antifingicos,
a bactéria Pseudomonas aeruginosa (IPR45) apresentou grande capacidade de producéo de
metabolitos, inibindo o crescimento de F. verticillioides em 72,8% (Tabela 5) por esse
mecanismo de acdo. Além disso, quando foi avaliado o efeito desses metabdlitos na
germinacdo de conidios, o filtrado do isolado IPR45 foi o Unico que inibiu 100% a
germinagdo e reduziu o numero de conidios na solucéo, o que foi descrito como resultado da
producdo de antibidticos pela bactéria. No teste de producdo de enzimas extracelulares,
Pseudomonas aeruginosa foi o Unico isolado que apresentou atividade lipolitica. Além disso,
num experimento preliminar, esse mesmo isolado produziu compostos volateis que reduziram
significativamente o crescimento de F. verticillioides in vitro (dados ndo mostrados). Os
resultados positivos dos diferentes testes podem indicar que o isolado atua por diferentes
mecanismos de acdo que foram efetivos na reducédo do fitopatdgeno nas sementes.

Bactérias do género Pseudomonas sdo frequentemente encontradas no solo e tém sido
usadas efetivamente como agentes de biocontrole ao longo dos anos (Akhtar et al., 2010).
Estas bactérias apresentam crescimento rapido e sdo boas colonizadoras. Sua atividade de
biocontrole é reproduzivel na rizosfera de diferentes culturas e aplicavel contra varias doencas
de plantas. Além disso, colonizam com alta densidade, competem com sucesso com outros
microrganismos na rizosfera e produzem metabdlitos secundarios com forte atividade
antifungica (Bhattacharyya e Jha, 2012). Além de atuarem como agente de biocontrole,
espécies do género Pseudomonas sdo bem estudadas quanto o seu potencial de promover o
desenvolvimento das plantas, por causa principalmente da capacidade de produzir sider6foros
e hormbnios de crescimento vegetal. Estas caracteristicas podem sugerir que o isolado
encontrado neste estudo (Pseudomonas aeruginosa IPR45) possui o “estilo de vida”
endofitico e atua como promotor de crescimento de plantas e agente de biocontrole.

Em um trabalho de Islam et al. (2014) foi mostrado que Pseudomonas aeruginosa
apresenta a capacidade de melhorar o crescimento vegetal mesmo em solos contendo metais
pesados, uma vez que essa espécie é altamente resistente a zinco, cobre e chumbo. A
inoculacdo das sementes de trigo com essa bactéria melhorou a absorcéo de P e N, aumentou
a clorofila foliar, a producdo total de proteina sollvel e biomassa vegetal em plantas
cultivadas em solos com alta concentragéo de zinco.

O tratamento de sementes com bactérias antagonistas tem se mostrado uma técnica
eficiente para introduzir os agentes no sistema solo-planta e facilitar suas atividades de

biocontrole (Correa et al., 2009). Essa técnica é utilizada principalmente com o intuito de
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permitir a germinacdo das sementes infectadas, controlar os patégenos transmitidos pelas
sementes e proteger as sementes dos fungos do solo (Henning et al., 1994).

A microbiolizacdo de sementes de milho com bactérias do género Bacillus sp. tem
sido eficiente para a reducdo da incidéncia e da gravidade da doenca causada por F.
verticillioides em milho (Lizarraga-Sanchez et al., 2015). Além disso, foi demonstrado que
uma Unica aplicacdo do in6culo bacteriano nas sementes foi suficiente para proteger a cultura
durante todo o ciclo da planta e sob diferentes condi¢cdes de infeccdo do fitopatdgeno
(infeccdo natural e inoculacéo no solo).

A microbiolizacdo das sementes com o isolado IPR45 (Pseudomonas aeruginosa)
realizado nesse estudo indica ser um tratamento eficiente para reduzir a incidéncia de F.
verticillioides. Novos testes em milho em condi¢des de campo poderdo confirmar o potencial
desse isolado em suprimir a infeccdo pelo fitopatdgeno durante o crescimento da cultura e

avaliar o potencial dessa espécie na promocao de crescimento vegetal.

4.9 Efeito do tratamento de sementes com os isolados na reducéo da podriddo-do-colmo

A podridao-do-colmo foi medida em porcentagem da severidade de acordo com a
escala de Nicoli et al. (2015) apds 45 dias da inoculacdo com F. verticillioides, tempo
necessario para ocorrer a infeccdo pelo fitopatdgeno. Foram avaliadas lesGes de coloracédo
marrom caracteristica da podriddo causada por F. verticillioides. Nas sementes tratadas
somente com os isolados sem a inoculagcdo de F. verticillioides ndo foram observados
sintomas da doenca nos colmos das plantas (dados ndo mostrados).

A Tabela 9 mostra a severidade da doenca observada em cada tratamento e o efeito
dos isolados no percentual de reducdo da podridao-do-colmo. Os resultados mostraram que a
severidade diminuiu significativamente quando foi utilizado o tratamento das sementes com o
isolado ISD04 (Achromobacter xylosoxidans), ocorrendo uma reducéo de 72,6% da podridao-
do-colmo em relacdo ao controle que foi inoculado com F. verticillioides e ndo recebeu

nenhum tratamento (Figura 10C).
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Tabela 9 - Efeito do tratamento de sementes com quatro isolados bacterianos na reducdo da
severidade da podriddo-do-colmo 45 dias apds a inoculagdo de Fusarium verticillioides em
condigdes de casa de vegetacéo.

Hibrido Tratamentos Severidade da Reducéo da
doenca (%0)" podridao (%)
BRS1010 Controle ndo inoculado 6,02 a -
Controle + F. verticillioides 38,06 c 0
Achromobacter sp. + F. verticillioides 10,40 a 72,67
Pseudomonas sp. + F. verticillioides 18,75b 50,73
Bacillus sp. + F. verticillioides 50,05 ¢ 0
Bacillus sp. + F. verticillioides 25,57b 32,81

“Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

o |

Figura 10 - Efeito do tratamento de sementes com os isolados na podriddo-do-colmo causada por
Fusarium verticillioides. (A) Controle ndo inoculado (B) Controle + F. verticillioides (C)
Achromobacter + F. verticillioides (D) Pseudomonas + F. verticillioides (E) Bacillus sp. + F.
verticillioides (F) Bacillus sp. + F. verticillioides.

O tratamento com o isolado ISD04 (Achromobacter xylosoxidans) foi o Unico em que
a severidade da doenca foi estatisticamente igual ao controle que ndo foi inoculado com F.
verticillioides. Os resultados obtidos nos testes feitos anteriormente indicam que o principal
mecanismo de atuacdo desse microrganismo é a competicdo por espaco e/ou nutrientes. Por
exemplo, no teste de confronto direto entre as culturas, esse isolado ndo apresentou zona
limpa em torno da coldnia (Figura 1B), ao contrario dos outros trés isolados que foram
testados na planta. No mesmo teste, esse isolado se destacou como agente antagonista
apresentando 100% de inibigdo do crescimento de F. verticillioides e foi caracterizado como
endofitico (Tabela 4). O isolado ISD04 néo foi produtor de enzimas extracelulares (Tabela 7)

e ndo se destacou como grande produtor de metabdlitos no meio liquido (Tabela 5). Isso
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indica que provavelmente o mecanismo de atuacdo ndo é a producdo de enzimas
extracelulares ou compostos antimicrobianos, o que o torna diferente dos demais isolados
avaliados in vivo e que pode ter influenciado no resultado do teste em plantas.

Os isolados IPR45 e CTO02 reduziram a podriddo-do-colmo em 50,73% e 32,81%,
respectivamente, e apresentaram severidade menor que a obtida no controle inoculado
somente com F. verticillioides.

O isolado IM14 ndo apresentou diferenca estatistica na diminuicdo da severidade em
relacdo a nenhum controle (Tabela 9), apesar dos bons resultados in vitro obtidos por esse
isolado. Neste caso, os resultados positivos obtidos em laboratorio ndo apresentaram a mesma
eficiéncia quando em condicdes de casa de vegetacdo, na planta de milho. Essa desigualdade
entre os resultados pode estar relacionada ao fato de que o controle da doenca pelos
microrganismos introduzidos € dindmico e inclui ciclos como a sobrevivéncia, o
estabelecimento e a atividade de antagonismo dos isolados. O sucesso do controle muitas
vezes depende da disponibilidade de nutrientes fornecidos pela semente ou pela planta que é
determinante para o crescimento, desenvolvimento, colonizacdo interna do colmo e atividade
metabolica dos microrganismos (Thomashow e Weller, 1996). Além disso, outros fatores
como a produgdo de exsudatos pela planta hospedeira podem atuar sobre os isolados
reduzindo sua eficiéncia na colonizagéo (Fan et al., 2012). O fato deste isolado ser realmente
de estilo de vida endofitico precisa também ser averiguado, ou seja, a efetividade da
colonizacdo endofitica para a competicdo com o patdgeno no colmo in vivo, deve ser
considerada neste caso.

Alguns autores relatam que as atividades de metabdlitos in vitro geralmente ndo se
correlacionam com as atividades de biocontrole in vivo (Fravel, 1988). Isso ocorre porque a
aplicacdo direta dos isolados vivos nas sementes requer que €esses microrganismos se
estabelecam na planta e que produzam os mesmos metabolitos que os obtidos em laboratdrio,
0 que nem sempre acontece. Técnicas de aplicacdo direta do filtrado no lugar das células
vivas por exemplo, ndo exigem a colonizagdo dos tecidos vegetais pelo isolados e eliminam
fatores externos que podem diminuir a eficiéncia de controle desses microrganismos (Chan et
al., 2003). Os resultados dos testes feitos anteriormente mostram que os isolados (IM14,
CT.02 e IPR45) sdo bons produtores de metabolitos antimicrobianos e enzimas extracelulares
que provavelmente sdo 0s seus principais mecanismos de ac¢ao contra F. verticillioides. Dessa
forma, outras técnicas de aplicagdo em campo utilizando os metabolitos desses isolados

poderéo fornecer um controle mais efetivo da doenga.
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5 CONCLUSOES

No teste de confronto direto em meio sélido, 83% dos microrganismos isolados de

estigma de milho apresentaram potencial de inibi¢do de Fusarium verticillioides.

Os microrganismos mais eficientes na inibicdo in vitro do crescimento de F.
verticillioides pertencem aos géneros Bacillus, Burkholderia, Achromobacter,
Pseudomonas, Serratia, Penicilium, Candida e Aspergillus, predominando o género
Bacillus.

Dos quatorze isolados mais eficientes na inibicdo in vitro do crescimento de F.
verticillioides, treze isolados produzem metabdlitos antifungicos em meio liquido,

indicando que esse pode ser o0 seu principal mecanismo de inibigé&o.

Os metabdlitos produzidos pelos isolados apresentam efeito inibitério na germinagéo
de conidios e no crescimento normal das hifas de F. verticillioides.

Dos isolados mais eficientes, 78% produziram pelo menos uma das enzimas

hidroliticas avaliadas.

O tratamento das sementes de milho com o isolado IPR45, espécie Pseudomonas

aeruginosa, € eficiente para impedir o aparecimento do fitopatdgeno in vitro.
O tratamento de sementes com os isolados Achromobacter sp. (1ISD04), Pseudomonas

sp. (IPR45) e Bacillus sp. (CT02) foi eficiente na reducdo da podriddo-do-colmo em

plantas de milho, crescidas sob condicdes de casa de vegetacao.
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