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SELEÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DE AGENTES PARA O BIOCONTROLE DE 

Fusarium verticillioides NA CULTURA DO MILHO 

 

 

RESUMO - O fungo Fusarium verticillioides é considerado um dos principais patógenos da 

cultura do milho em todo o mundo, promovendo grandes perdas econômicas. É o principal 

agente causal de doenças como a podridão-do-colmo e de espigas, reduzindo a qualidade dos 

grãos, além de produzir fumonisinas, que representam grandes riscos à saúde humana e 

animal. Apesar de o controle químico, via tratamento de sementes, ser o método mais 

empregado para o controle de F. verticillioides, a utilização de fungicidas pode causar 

contaminação ambiental e alimentar. Além disso, outras medidas de manejo utilizadas não 

têm sido muito efetivas. Dessa forma, alternativas mais sustentáveis e eficientes, como o 

controle biológico, 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 regiões: Sete Lagoas-MG, 

Sidrolândia-MS, Sertaneja-PR e Goiânia-GO. A atividade antagonista de 190 microrganismos 

isolados e de 24 microrganismos retirados da coleção da Embrapa Milho e Sorgo (CMMF) foi 

avaliada pelo método de confronto direto entre as culturas em meio sólido. Posteriormente, 

quarenta e dois isolados mais eficientes no controle do fitopatógeno e que apresentaram 

potencial de inibição ≥48,7% foram identificados molecularmente com base no 

sequenciamento parcial do gene 16S rRNA e da região ITS. O sequenciamento do DNA 

mostrou que os isolados bacterianos pertencem aos gêneros Bacillus, Burkholderia, 

Achromobacter, Pseudomonas e Serratia, predominando o gênero Bacillus. Já os fungos são 

pertencentes aos gêneros Penicilium, Candida e Aspergillus. Quatorze microrganismos mais 

eficientes foram testados quanto à capacidade de produzir enzimas extracelulares (celulase, 

pectinase, protease e lipase) e metabólitos antifúngicos com efeito no crescimento micelial e 

na germinação de conídios de F. verticillioides. Além disso, foram avaliados quanto à 

capacidade de reduzir a incidência do fitopatógeno em sementes de milho, em caixas gerbox. 

Quatro bactérias isoladas foram selecionadas para o tratamento de sementes visando a 

redução da podridão-do-colmo causada por F. verticillioides em plantas de milho cultivadas 

em casa de vegetação. Os resultados mostraram que treze isolados que apresentaram os 

maiores valores de inibição do crescimento do fitopatógeno foram também eficientes na 

produção de metabólitos antifúngicos que reduziram a biomassa do fitopatógeno em meio 

líquido. Os metabólitos produzidos também apresentaram efeitos na redução da germinação 

de conídios e afetaram o desenvolvimento normal das hifas do fitopatógeno. Dos isolados 

mais eficientes, 78% produziram pelo menos uma das quatro enzimas hidrolíticas avaliadas. 

A inoculação das sementes de milho em caixas gerbox com a bactéria IPR45, identificada 

como Pseudomonas aeruginosa, mostrou-se altamente eficiente na redução da incidência de 

F. verticillioides. Em casa de vegetação, o tratamento das sementes de milho com os isolados 

Achromobacter sp., Pseudomonas sp. e Bacillus sp. foi eficiente na redução da podridão-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 

caracterização de microrganismos de estigma de milho constituem alternativa promissora para 

identificação de agentes microbianos eficientes para o biocontrole de F. verticillioides. 

 

 

Palavras-chave: Microrganismos antagonistas. Fitopatógeno. Antimicrobianos. Controle 

biológico. Fusariose. Podridão-do-colmo. 
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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, Sidrolândia-MS, Sertaneja-PR and Goiânia-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. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O milho é o cereal mais cultivado no mundo, sendo utilizado na alimentação humana, 

para a fabricação de ração ou como matéria-prima para a indústria. A maior parte da produção 

mundial de milho é destinada à alimentação animal, incluindo o Brasil, onde cerca de 60 a 

80% do total produzido é destinado à indústria de ração. Apesar de somente uma pequena 

parte do milho produzido ser destinado para o consumo humano, esse cereal representa 

grande importância em regiões de baixa renda, por ser a principal fonte de energia e de 

nutrientes para a população (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 híbrido, a competição por plantas 

daninhas e o ataque de pragas e doenças (Rocha, 2010). Entre os principais fatores que afetam 

a qualidade das sementes de milho, os microrganismos são considerados os mais importantes, 

pois causam redução no vigor, na germinação e aceleram o processo de deterioração durante o 

armazenamento (Fantazzini, 2014).   

 A contaminação dos grãos de milho por diferentes espécies de fungos tanto na pré-

colheita quanto na etapa de armazenamento pode resultar na diminuição da produtividade e 

qualidade dos grãos. Dentre os fungos causadores de doenças mais encontrados no milho 

estão espécies do gênero Fusarium, Aspergillus e Penicillium (Makun et al., 2010), que 

podem infectar os grãos antes ou após a colheita e são denominados de fungos de campo ou 

de armazenamento, respectivamente (Pinto, 2005). Fungos desses gêneros além de causarem 

danos como descolorações dos grãos, reduções nos conteúdos de carboidratos, de proteínas e 

de açúcares totais, podem produzir substâncias químicas tóxicas denominadas micotoxinas 

(Freire et al., 2007).  

 Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg (sinônimo, Fusarium 

moniliforme, Sheldon) é considerado um dos principais patógenos que infectam o milho em 

todo o mundo, acarretando grandes perdas econômicas (Desjardins, 2006). Essa espécie pode 

causar sintomas em quase todas as partes da planta, como a podridão-do-colmo, da espiga, da 

semente e raiz (Hernández-Rodríguez et al., 2008). Além disso, F. verticillioides é 

potencialmente produtor de fumonisinas, que são micotoxinas prejudiciais para seres humanos 

e animais que consomem os grãos contaminados (Bacon e Nelson, 1994).  

 Os fungos fitopatogênicos geralmente são controlados com uso de agroquímicos. No 

entanto, o uso excessivo e inadequado desses formulados pode aumentar os riscos de 

contaminação do meio ambiente, dos alimentos e causar a intoxicação dos agricultores. Além 



 

2 

 

disso, os agroquímicos podem promover o aumento da resistência dos fitopatógenos e 

eliminar microrganismos responsáveis pela degradação da matéria orgânica 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 utilização 

de cultivares de milho resistentes ou práticas culturais, no entanto, essas medidas não 

apresentam resultados tão efetivos (Munkvold e Desjardins, 1997). 

Métodos alternativos de controle mais eficientes que reduzem os efeitos negativos do 

uso dos defensivos e aumentem a produção e a qualidade dos alimentos vêm sendo estudados 

(Campanhola e Bettiol, 2003). Dentre esses métodos, a utilização de microrganismos com 

potencial de controle contra patógenos tem sido cada vez mais reconhecida como uma 

alternativa promissora por ser uma técnica viável, segura ao meio ambiente e de baixo custo 

quando comparado com métodos convencionais de tratamento (Charan et al., 2011). O 

controle biológico utilizando microrganismos com potencial antagonista pode ser uma 

alternativa eficiente para inibir o desenvolvimento de fitopatógenos em diferentes culturas 

(Alves et al., 2013).  

Dentre os principais microrganismos utilizados como agentes de controle biológico se 

destacam Trichoderma sp., Bacillus sp., Pseudomonas sp., Streptomyces sp., entre outros. 

Diversos trabalhos têm mostrado o potencial de bactérias e fungos no controle de diferentes 

patógenos causadores de doenças em plantas. Esses microrganismos apresentam 

características próprias que lhes oferecem vantagens como agentes de controle biológico. Por 

exemplo, espécies do gênero Bacillus são conhecidas pela sua capacidade de produzir 

metabólitos secundários com atividade antagônica sobre fungos e bactérias patogênicas 

(Saharan e Nehra, 2011).  

Entretanto, ao contrário do controle químico, o controle biológico não apresenta 

resultados imediatos, além disso, a utilização desse método de controle isoladamente pode 

não ser suficiente para evitar que perdas na produção aconteçam. A integração 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 obtenção de isolados mais 

eficientes do que os que já existem no mercado, estes poderão ser associados a outros 

métodos de controle químico ou cultural, consolidando a prática do manejo integrado. Neste 

trabalho, buscou-se isolar microrganismos em estigmas de milho cultivados em diferentes 

locais, visando obter maior diversidade e eficiência para o controle de F. verticillioides.  
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 A cultura do milho  

 

 O milho (Zea mays L.) é um dos cereais de maior importância na alimentação humana 

e animal em razão das suas qualidades nutricionais. É cultivado na maioria dos países em 

razão da sua ampla utilização na produção de alimentos ou na composição de rações animais. 

A maior parte da sua produção é destinada à alimentação animal em países desenvolvidos. Em 

relação 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 à produção de ração. Cerca de 

20 a 40% da produção mostra-se dividida entre o consumo humano e matéria-prima para a 

indústria. O crescimento da produção de milho no Brasil vem acompanhando o aumento da 

demanda da indústria de ração animal, principalmente de aves e suínos (Duarte et al., 2009).  

 O Brasil ocupa uma posição de destaque no agronegócio mundial, como o terceiro 

maior produtor de milho (CONAB, 2017), ficando atrás apenas de países como os Estados 

Unidos e a China. Em 2017, segundo estimativas do Departamento de Agricultura dos 

Estados Unidos (USDA, 2017), o Brasil produziu 98 milhões de toneladas de milho, enquanto 

os Estados Unidos, o maior produtor mundial, teve uma produção média de 384 milhões de 

toneladas, seguido pela China, com uma produção de 219 milhões de toneladas. 

 A cultura do milho vem alcançando ganhos fantásticos de produtividade nos últimos 

anos, por causa de altos investimentos e novas técnicas de manejo. Com uma taxa de 

crescimento da produção de 3% e de área cultivada de 0,4% ao ano, o milho tem evoluído 

com uma cultura comercial nas últimas décadas (Amstalden, 2013). A adoção de tecnologia 

na cultura do milho no Brasil foi responsável pelos aumentos significativos de produtividade 

nesses últimos anos, sendo cultivado em praticamente todo território nacional sob diferentes 

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

 

2.2 Infecções e doenças 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 condição se deve muitas 

vezes ao aumento da ocorrência de doenças, que tem gerado preocupações por parte dos 
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produtores e técnicos, em razão dos danos que causam à cultura (Lanza et al., 2012). Segundo 

Oerke (2006), as doenças provocadas por patógenos no milho representam uma perda de 

produtividade que varia de 8 a 13%.  

 Embora os fatores bióticos, como os microrganismos e os insetos, sejam os principais 

responsáveis pela manifestação de doenças no milho, outros fatores como o clima úmido, a 

alta densidade de plantas, os desequilíbrios nutricionais e a monocultura podem 

frequentemente favorecer a ocorrência de infecções na cultura. Alguns fatores envolvidos no 

aumento da produtividade do milho no Brasil foram também responsáveis pelo aumento da 

incidência e da severidade das doenças nessa cultura. Modificações no sistema de produção, 

como a ampliação das épocas de cultivo, a adoção da técnica de plantio direto sem rotação de 

culturas, a ampliação do uso de sistemas de irrigação, a utilização de cultivares susceptíveis 

resultaram no aumento da ocorrência de doenças na cultura do milho (Cota et al., 2013). 

 O milho é uma cultura suscetível ao ataque de fungos, que hoje representa a segunda 

maior causa de deterioração dos grãos, perdendo apenas para o ataque de insetos. As doenças 

causadas por fungos são relatadas como uma grande preocupação para a agricultura mundial, 

para a economia global e para saúde pública. Os fungos estão envolvidos em um grande 

número de doenças de plantas que causam diminuição dos rendimentos e perdas da qualidade 

nas culturas (Nguyen et al., 2017).  

 A contaminação por fungos pode ocorrer em qualquer etapa da cadeia produtiva, 

sendo influenciada por fatores relacionados com as condições climáticas, colheita e 

armazenamento. O aparecimento de fungos no milho pode causar diminuição no rendimento, 

descoloração dos grãos, perda de valor nutricional e da qualidade, diminuição da germinação, 

perda de matéria seca e produção de micotoxinas (Pomeranz, 1982). 

 Os microrganismos que infectam os grãos são 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 distinção 

entre esses dois grupos não é baseada na classificação taxonômica, mas sim pelas condições 

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 grãos (>20%), com prevalência dos gêneros Alternaria, Bipolaris, 

Cephalosporium, Cladosporium, Colletotrinchum, Curvularia, Fusarium, Gibberella, 

Helminthosporium, Nigrospora, Rhizoctonia, Trichoderma. Esses fungos infectam os grãos 

durante o amadurecimento e o dano é causado antes da colheita. Normalmente não se 

desenvolvem durante o armazenamento, exceto se houver alto teor de umidade nos grãos 
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(Marcia e Lazzari, 1998). Os fungos de armazenamento Aspergillus, Penicillium, Rhizopus e 

Mucor demandam menor quantidade de água nos grãos (13-13,5%) (Lins et al., 2014). São 

encontrados em grande número onde os grãos são armazenados, manuseados e processados. 

No entanto, só causam danos se as condições de armazenagem forem impróprias à 

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

 

2.3 Fusarium verticillioides  

 

 Em diversos países, o fungo Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg (sinônimo, 

Fusarium moniliforme, Sheldon) é considerado um dos principais patógenos do milho, 

podendo ser encontrado tanto em regiões de clima temperado e tropical úmido a subtropical 

(Figueira et al., 2003). A espécie F. verticillioides pode causar doenças em todas as fases de 

desenvolvimento da planta (Wordell Filho, 2010), sendo responsável por ocasionar perdas em 

sementes, morte de plântulas, podridão-do-colmo, raiz e espigas e danos em grãos 

armazenados (Munkvold et al., 1997). Além disso, F. verticillioides produz fumonisinas, 

principalmente fumonisina B1, que podem ocasionar diversos problemas para a saúde dos 

seres humanos e animais (Bacon e Nelson, 1994; Chu e Li, 1994).  

 No Brasil, diversos trabalhos de levantamento da micoflora em grãos de milho 

apontaram F. verticillioides como o principal patógeno associado à podridão da espiga em 

várias regiões (Ribeiro et al., 2005). Em um trabalho de Lanza et al. (2014) foi analisada a 

frequência de espécies de Fusarium associadas com grãos de milho e o potencial desses 

microrganismos na produção de fumonisinas. Os resultados mostraram que a espécie 

predominante foi F. verticillioides, sendo encontrada em 99% das amostras obtidas de quinze 

das principais regiões produtoras de milho do Brasil. Em relação à produção de fumonisinas, 

todos os cinquenta isolados testados apresentaram capacidade de produzir essa micotoxina 

com grande variabilidade de produção entre os isolados. Ono et al. (1999), estudando a 

micoflora de 150 amostras de milho nas regiões Centro-Sul, Centro-Oeste e Norte do Estado 

do Paraná, demonstraram a predominância de invasão 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 ocorrência de fungos em 66 amostras de grãos de milho recém-

colhido nas regiões de Assis, Capão Bonito e Ribeirão Preto, no Estado de São Paulo, 

observaram que o fungo mais frequentemente encontrado foi F. verticillioides, com 

predominância de 60,6% em relação ao total de isolados. 
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Fusarium verticillioides pode infectar a planta de diversas formas, através da 

contaminação das sementes, por ferimentos na planta adulta ou através do cabelo do milho 

(Munkvold et al., 1997), sendo esta última a forma mais eficiente de contaminação, causando 

o rompimento da semente e maior severidade na podridão da espiga (Warfield e Davis, 1996). 

Em um trabalho de Munkvold et al. (1997), que analisou as vias de invasão de F. 

verticillioides, foi demonstrada transmissão de 100% para a geração subsequente quando foi 

utilizada a via de invasão pelo estigma do milho.  

 Na associação com o milho, F. verticillioides é um exemplo de microrganismo 

endofítico facultativo, existindo tanto na forma biotrófica, quando utiliza o hospedeiro para 

sua sobrevivência, quanto na forma saprofítica, onde sobrevive e obtém nutrientes de restos 

vegetais em decomposição no solo, sendo essa a principal fonte de inóculo (Pinto, 2005; 

Samsudin e Magan, 2015). Durante a fase endofítica, F. verticillioides é transmitido 

verticalmente pela planta, iniciando a infecção de forma assintomática e sistêmica. A infecção 

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 grãos (Munkvold et al., 1997; Oren 

et al., 2003). 

 Outra via de infecção é por meio de macro e microconídeos que podem ser dispersos 

pelo ar, por gotículas de chuva ou por insetos, atingindo diretamente o tecido vegetal e 

quando fixados, o fungo germina na planta, causando a infecção, principalmente durante o 

estágio de maturação fisiológica dos grãos (Vincelli e Parker, 2008).   

 Ambas as vias de infecção de F. verticillioides na planta são importantes, no entanto, é 

necessário destacar que a infecção horizontal é o modo como esse fungo se espalha de forma 

contagiosa e que pode ser reduzida através da aplicação de alguns fungicidas. Ao contrário 

disso, na fase endofítica o fungo é transmitido verticalmente e a transmissão não pode ser 

controlada pela aplicação de fungicidas nas sementes (Bacon et al., 2011).     

 A podridão por F. verticillioides se inicia após a polinização e se agrava à medida que 

a planta atinge a maturação. Os sintomas nas plantas de milho incluem alteração da coloração 

externa da base do colmo, com as plantas infectadas apresentando a medula de cor branco-

rosada a rosa-salmão. Em casos mais severos de infecção, pode ocorrer esporulação do 

patógeno na parte externa do tecido afetado, sendo possível observar uma massa de esporos 

de cor rosa-salmão. O apodrecimento pode afetar as raízes, levar à quebra do colmo e à 

maturação prematura (Reis et al., 2004). Nos grãos infectados é possível observar um 

crescimento miceliar esbranquiçado ou cor de salmão característico de F. verticillioides. 
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2.4 Micotoxinas 

 

 As micotoxinas são metabólitos secundários tóxicos produzidos por algumas espécies 

de fungos. Essas moléculas são resistentes ao calor representando alto risco quando estão 

associadas aos alimentos. Normalmente são 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 contaminação de alimentos e rações por micotoxinas representa um problema de 

saúde pública em todo o mundo, além de constituir um considerável obstáculo à economia de 

muitos países em razão de barreiras fitossanitárias impostas pelos países consumidores, onde 

há rígido controle dos limites de tolerância (Halász et al., 2009). Os prejuízos econômicos 

causados pelas micotoxinas afetam toda a cadeia de produção, desde a produção primária, 

passando pelos processadores e comerciantes de alimentos. Segundo a Organização Mundial 

para Alimentação e Agricultura (FAO), entre 5 e 10% do total de alimentos perdidos no 

mundo deve-se à contaminação por fungos e micotoxinas.  

 A frequente ocorrência de fungos toxigênicos, aliada ao clima tropical do país 

favorece a síntese dessas micotoxinas em milho e em seus derivados (Midio e Martins, 2000). 

A contaminação dos grãos por micotoxinas pode ocorrer tanto no campo, quando as 

condições são favoráveis ao desenvolvimento dos fungos, quanto em situações de 

armazenamento. O alto teor de umidade nos grãos conservados (18-23%) favorece a 

proliferação 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 toxigênicos primeiramente contaminam o alimento ou a ração e 

posteriormente sintetizam a micotoxina. Por outro lado, na contaminação indireta, as 

micotoxinas previamente produzidas pelos fungos toxigênicos permanecerão no produto final 

mesmo após o fungo ter sido eliminado durante o processamento (Freire et al., 2007).   

 Numerosas micotoxinas produzidas por espécies de Fusarium foram descritas como 

causadoras de doenças em plantas e animais (Antonissen et al., 2014). As fumonisinas são um 

grupo de micotoxinas mais perigosas produzidas pelas espécies F. verticillioides e F. 

proliferatum e que normalmente são detectadas em altos níveis em cereais colhidos e 

armazenados (Turner, P. et al., 1999; Cendoya et al., 2014). As fumonisinas encontradas em 

cereais são as fumonisinas B, incluindo fumonisina B1 (FB1), fumonisina B2 (FB2) e 
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fumonisina B3 (FB3), sendo a fumonisina FB1 a mais abundante, representando entre 70-80% 

das fumonisinas totais (Rheeder et al., 2002).  

Estudos têm demonstrado a relação do consumo de rações contaminadas com 

fumonisinas com efeitos tóxicos agudos para certos animais, especialmente cavalos e suínos, 

e com propriedades cancerígenas em ratos (Duvick, 2001). Além disso, tem sido demonstrada 

a relação do consumo de grãos contaminados com doenças em humanos, como o câncer 

esofágico (Sydenham et al., 1990). 

 É importante ressaltar que a contaminação dos grãos de milho com micotoxinas 

produzidas por fungos fitopatogênicos nem sempre está diretamente relacionada ao 

aparecimento de sintomas da doença (Lanza et al., 2017). Diferentes formas de interação entre 

o fitopatógeno e o milho podem ser observadas. Na primeira delas, que ocorre mais 

frequentemente, Fusarium produz altas concentrações de fumonisinas, sendo possível 

observar sintomas como o apodrecimento da espiga e grãos ardidos. Na segunda forma, 

ocorre a produção de micotoxinas nos grãos infectados, porém, sem o aparecimento visível de 

qualquer sintoma da doença. Já na última delas, os grãos encontram-se bastante danificados 

pelo fitopatógeno, no entanto, as fumonisinas não estão presentes ou podem ser encontradas 

em baixas concentrações (Munkvold e Desjardins, 1997).   

 

2.5 Controle biológico 
 

Os fungos fitopatogênicos, geralmente, são controlados com uso de agroquímicos. No 

entanto, o uso excessivo e inadequado pode trazer inúmeros riscos tanto para o meio ambiente 

quanto para a saúde humana (Xu e Kim, 2014). Além disso, podem promover o aumento da 

resistência dos fitopatógenos e eliminar microrganismos que são essenciais ao ambiente, por 

exemplo, os que degradam matéria orgânica e aqueles que são 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 adoção de práticas culturais como a rotação de culturas e 

práticas de plantio afim de reduzir o potencial de inóculo. No entanto, essas medidas não têm 

mostrado resultados muito efetivos (Munkvold e Desjardins, 1997). Diante disso, como 

estratégia para reduzir os efeitos negativos do uso dos defensivos e aumentar a eficiência de 

controle, métodos alternativos, como o controle biológico, vêm sendo estudados (Campanhola 

e Bettiol, 2003). 
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 O controle biológico é definido como a utilização de organismos específicos, os quais 

interferem com organismos patogênicos e pragas causadoras de doenças em plantas, sendo 

uma ferramenta natural e uma alternativa ecológica para superar os problemas causados por 

métodos químicos para a proteção de plantas (Saito et al., 2009). A utilização de 

microrganismos com potencial antagonista contra patógenos tem se apresentado como uma 

alternativa promissora por ser uma técnica simples, segura ao meio ambiente e de baixo custo 

quando comparada com os métodos convencionais de tratamento (Silva et al., 2003; Brito et 

al., 2013).  

 Para que um microrganismo seja considerado eficiente no controle de fitopatógenos é 

importante que ele tenha a capacidade de multiplicar-se rapidamente e colonizar a planta. 

Além disso, é essencial que o antagonista tenha capacidade de competir por recursos no 

ambiente em que se encontra, muitas vezes em condições limitadas de nutrientes e com 

variações de temperatura e umidade (Stacey e Keen, 1996).  O controle de doenças por 

agentes microbianos é o resultado das interações entre o agente de controle biológico, a 

comunidade microbiana local, o patógeno alvo e a planta hospedeira. Essas interações são 

diretamente influenciadas pelo ambiente físico-químico no qual o agente de controle 

biológico é introduzido (Thomashow e Weller, 1996).  

Esses organismos podem impedir o crescimento de fungos fitopatogênicos através de 

diferentes modos de ação e de forma ativa ou passiva. Na forma ativa, a inibição pode ocorrer 

de três maneiras distintas: (1) o antagonista produz e libera para o meio substâncias tóxicas, 

como antibióticos e enzimas extracelulares, que impedem o crescimento do fitopatógeno; (2) 

através do contato entre os dois microrganismos (a hifa do fungo antagonizado sofre 

plasmólise quando entra em contato com o antagonista); (3) ou através do micoparasitismo, 

quando um microrganismos ataca o outro e obtém nutrientes das células vivas, com pouco ou 

nenhum dano aparente para o hospedeiro ou quando ataca e destrói as células matando o 

hospedeiro. Na forma passiva, a inibição ocorre pela competição entre os dois 

microrganismos por espaço e nutrientes que são essenciais para o desenvolvimento de ambos, 

nesse caso a vantagem competitiva será daquele que estiver em maior número ou por 

apresentar maior taxa de crescimento (Deacon, 1980).     

 Dentre os mecanismos de controle usados pelos antagonistas, a produção de 

compostos que possuem propriedades antifúngicas, como as enzimas hidrolíticas e os 

antibióticos, são 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 fitopatógenos produzem enzimas hidrolíticas, incluindo quitinases, 
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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 à morte (Mabood 

et al., 2014). Enzimas hidrolíticas afetam o crescimento fúngico por sua ação lítica na parede 

celular, pontas de hifas e tubos germinativos (Kim et al., 2003), causam o inchaço das hifas 

que leva ao enrolamento ou rompimento dessas estruturas (Someya et al., 2000).  

A produção de antibióticos por microrganismos envolvidos no controle biológico tem 

sido vista como outro importante mecanismo de contribuição para a redução dos sintomas das 

doenças. A produção desses compostos faz parte do metabolismo secundário dos 

microrganismos, ou seja, não são essenciais para o seu crescimento, mas podem ter 

implicações na sua sobrevivência e competitividade. Os antibióticos são toxinas que podem, 

em baixas concentrações, matar ou reduzir o crescimento de outros microrganismos. Alguns 

antagonistas são capazes de produzir diferentes classes de antibióticos que podem suprimir 

um ou mais patógenos, aumentando assim a capacidade de controle biológico (Arseneault e 

Filion, 2017). 

 Diferentemente do método químico, o controle biológico não apresenta resultados tão 

imediatos, além disso, a adoção desse método como única forma de controle pode muitas 

vezes levar apenas ao controle parcial da doença. Dessa forma, a utilização do controle 

biológico deve ser associada a outros métodos de controle, consolidando a prática do manejo 

integrado. A utilização de diferentes métodos de controle de forma integrada constitui uma 

alternativa com maiores chances de sucesso do que a utilização de um único método (Ghini, 

1991). 

Os bioformulados podem ser utilizados em conjunto com os defensivos, e sua 

aplicação em campo pode ser feita através da microbiolização das sementes, infestação do 

solo e pulverização de espigas ou sobre os grãos armazenados. Assim, o isolamento dos 

microrganismos antagonistas a partir do ambiente onde estes organismos serão utilizados é 

um dos pontos principais para a efetividade do controle biológico, uma vez que esses isolados 

são mais adaptados a sobreviver e competir nesses ambientes (Imamura et al., 2000). Diante 

disso, o objetivo desse trabalho foi selecionar e caracterizar microrganismos de estigma de 

milho de quatro regiões com potencial para o biocontrole do Fusarium verticillioides.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Isolamento dos microrganismos  

 

Os microrganismos foram isolados de cabelos de milho de lavouras plantadas nas 

cidades de Sete Lagoas-MG, Sidrolândia-MS, Goiânia-GO e Sertaneja-PR na safra de 2016. 

Foram coletadas espigas verdes e secas de plantas aleatórias. Também foram incluídos 24 

microrganismos endofíticos de folha e seiva de milho que foram isolados de Sete Lagoas-MG 

e são pertencentes à Coleção de Microrganismos da Embrapa Milho e Sorgo (CMMF). Para 

os testes de antagonismo, foi utilizado o isolado CML 2743 de F. verticillioides obtido do 

Laboratório 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 Ágar (BDA). Em 

metade das placas foi adicionada uma solução de estreptomicina e ciclohexamida (20mg/L) 

para inibir o crescimento de bactérias e fungos, respectivamente.  

Para o isolamento dos microrganismos epifíticos, foi realizada uma diluição seriada a 

partir da mistura de 10 g das amostras e 90 mL de solução salina autoclavada [NaCl 0,9% 

(m/v)]. Após agitação durante 30 minutos a 200 rpm foi realizada uma diluição seriada até 10-

6. De cada uma das diluições de 10-4, 10-5 e 10-6 foi retirada uma alíquota de 100 μL que foi 

espalhada em placas de Petri, em triplicata, contendo meio de cultivo BDA. Em metade das 

placas foi adicionada uma solução de estreptomicina e ciclohexamida (20mg/L) para 

selecionar fungos e bactérias respectivamente. 

Para o isolamento de microrganismos endofíticos do cabelo de milho foi feita uma 

desinfestação inicial e posteriormente a maceração das amostras. Para desinfestação foi 

utilizada a metodologia de Bulgari et al. (2009), que consiste em adicionar à amostra 30 mL 

de solução de etanol 70% (v/v) por 3 min. Em seguida, foi realizada a lavagem com água 

deionizada para retirada do excesso de etanol. Posteriormente, foram adicionados 30 mL de 

hipoclorito de sódio a 2% (v/v) por 5 min e em seguida lavou-se com água deionizada. 

Novamente foram adicionados 30 mL da solução de etanol 70% (v/v) por 30 segundos e logo 

após foi repetida a lavagem com água deionizada. Por fim, a amostra foi lavada quatro vezes 

com água deionizada autoclavada, sendo a última água plaqueada para confirmação da 

eficiência da desinfecção. Em seguida, foi feita uma diluição 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. Após o período de incubação, foram 

selecionados para os testes de antagonismo os microrganismos distintos macro-

morfologicamente. Esta distinção foi realizada com base no formato e aspecto da colônia, 

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. Após a obtenção das culturas puras, os 

isolados foram armazenados em frascos contendo óleo 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 Avaliação do antagonismo em meio sólido 

 

Para a avaliação 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 Coleção 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 sólido de acordo com a metodologia adaptada de Sagahón et al. 

(2011). Inicialmente, um disco de 5 mm da borda da cultura pura do patógeno, crescido por 

sete dias em meio Batata Dextrose Ágar (BDA), foi transferido para o centro de uma placa de 

Petri (90 mm de diâmetro) contendo o mesmo meio. Em quatro pontos equidistantes entre si e 

do centro foi adicionado um disco de micélio de cada isolado fúngico crescido por sete dias a 

28 °C ou 10 µL de suspensão bacteriana na concentração aproximada de 108 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 fitopatógeno. A medição do raio da colônia do fitopatógeno foi 

realizada na presença e ausência dos microrganismos antagonistas quando toda a superfície do 

meio foi colonizada pelo patógeno no tratamento testemunha, cerca de sete dias após a 

incubação a 25 °C com fotoperíodo de 12 horas de luz. A zona de inibição (ZI) dos isolados 

foi calculada pela fórmula abaixo:  

 

ZI(%) = (N1 - N2) x 100 

                   N1 

Sendo: |ZI| = Zona de inibição; N1= raio do micélio encontrado na ausência do 

antagonista; N2= raio do micélio na presença do antagonista (Campanile et al., 2007). 
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3.3 Identificação molecular dos isolados 

 

3.3.1 Extração de DNA  

 

A partir do ensaio anterior foram selecionados os isolados que apresentaram maior 

atividade antagonista, avaliada através do raio e da zona de inibição. Esses isolados foram 

identificados por meio do sequenciamento parcial do gene 16S rRNA (bactérias) e região ITS 

(fungos). 

Para a extração de DNA dos isolados bacterianos, culturas puras foram crescidas em 

meio líquido Luria Bertani a 28 °C por 24 h sob agitação a 150 rpm. Após esse período, a 

cultura foi centrifugada a 16.000 rpm e o sobrenadante descartado. A extração de DNA 

genômico foi realizada com o kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega, EUA), de 

acordo com as recomendações do fabricante. Para a extração de DNA dos isolados fúngicos, 

micélios crescidos em meio Batata Dextrose Ágar (BDA) a 28 °C por 7 dias foram removidos 

do meio de cultura e macerados em almofariz com nitrogênio líquido. O material pulverizado 

foi recolhido em microtubo de 2 mL e a extração de DNA genômico foi realizada por meio do 

kit UltraClean™ Microbial DNA Isolation (MOBIO, EUA), de acordo com as instruções do 

fabricante.  

 A integridade do DNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 1% (m/v) em 

tampão TAE 1X (10 mM Tris, 20 mM ácido acético e 1 mM EDTA; pH 8,0), corado com 

solução de GelRed (Biotium, EUA). As amostras foram visualizadas em transiluminador sob 

luz UV e fotografadas no equipamento Gel Logic 200 (KODAK Company, EUA). A 

quantificação do DNA foi realizada em espectrofotômetro ND-1000 UV/VIS (NanoDrop 

Technologies, EUA) e as amostras diluídas para a concentração de 20 ng/μL. 

 

3.3.2 Amplificação do gene 16S rRNA  

 

 Para bactérias, as reações de PCR foram preparadas com os primers 8F e 1492R 

(Tabela 1). A amplificação do DNA foi realizada com um volume final de reação de 20 µl, 

contendo 2 μL de DNA (20 ng/μL); 2 μL tampão de reação 10 X (Invitrogen); l,0 μL de 

trifosfato de desoxinucleótideos (dNTP) 2,5 mM cada; 4 μL de Dimetilsulfóxido (DMSO) 

20% (v/v); 0,8 μL de cada primer (10 μM); 0,2 μL de Taq DNA Polimerase 5 U/ μL-1 

(Invitrogen), 0,6 μL de MgCl2 50mM e 8,6 μL de água ultrapura. A amplificação foi feita em 

termociclador Veriti (Applied Biosystems, EUA) com uma desnaturação inicial a 95 °C por 2 
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minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturação a 94 °C por 30 segundos, anelamento a 59 °C 

por 30 segundos, extensão a 72 °C por 1 minuto e 30 segundos e uma extensão 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 tampão TAE 1X. O gel foi corado com solução de Gel Red (Biotium, 

EUA), visualizado sob luz UV e fotografado no equipamento Gel Logic 200 (KODAK 

Company, EUA). 

 

Tabela 1 - Primers utilizados na amplificação e sequenciamento do gene 16S rRNA dos 

isolados bacterianos selecionados. 

Primer                Sequência (5’-3’) Referência 

8F 

1492R 

515F 

902R  

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 

GGTTACCTTGTTACGACTT 

GTGCCAGCMGCCGCGGTAA 

GTCAATTCITTTGAGTTTYARYC 

Turner, S. et al., 1999 

Turner, S. et al., 1999 

Turner, S. et al., 1999 

Hodkinson e Lutzoni, 2009 

 

3.3.3 Amplificação da região ITS  
 

 Para a identificação dos fungos foram utilizados os primers ITS4R (5’-

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) e ITS5F (5’- GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’) 

de acordo com White et al. (1990). As reações de amplificação foram elaboradas com um 

volume final de 20 μL, contendo 1 μL de DNA (20 ng/μL); 2 μL do tampão de reação 10 X; 

l,0 μL de trifosfato de desoxinucleótideos (dNTP) 2,5 mM cada; 1 μL de cada primer (10 

μM), 0,8 μL de MgCl2 50mM; 0,2 μL de Taq polimerase 5 U/ μL-1 e 13 μL de água ultrapura. 

A amplificação foi realizada em termociclador Veriti 96-Well Thermal Cyclers (Applied 

Biosystems, EUA) com programação 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. Após o término da reação, o produto de PCR foi observado como 

descrito para as bactérias.  

 

3.3.4 Sequenciamento de DNA  

 

 Para a purificação dos fragmentos de DNA amplificados, foram adicionados 4 μL da 

enzima Exo-Sap (GE HealthCare, USA) em 15 μL produto da reação 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 reações de sequenciamento foram elaboradas com 4 μL do produto de PCR 

purificado, 1 μL de primers 1492R, 8F, 902R ou 515F (Tabela 1), 0,5 μL Big Dye V3.1 

(Applied Biosystems, EUA), 1,75 μL do tampão de reação (Applied Biosystems, EUA) e 2,75 

μL de água ultrapura. Em seguida, as placas foram incubadas em termociclador nas seguintes 

condições: 96 °C por 1 minuto, 96 °C por 2 segundos, 50 °C por 15 segundos, 60 °C por 4 

minutos, repetidos por 30 vezes.  

 Após o término da reação, foram adicionados 60 μL de etanol absoluto mais 5 μL 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 então descartado e em cada amostra foram 

adicionados 100 μL 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 aceleração e desaceleração. Posteriormente, foram 

colocadas em estufa a 65 °C por 3 minutos ou até a completa secagem. Por fim, foram 

adicionados em cada amostra 10 μL de formamida HI-DI (Applied Biosystems, EUA), 

seguido de desnaturação 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 sequências obtidas foram alinhadas com 

utilizando o programa Sequencher 4.1.4 (Genes Codes Corporation). 

 

3.3.5 Análise das sequências e construção da árvore filogenética 

 

 Os isolados foram identificados por comparação de sequências no banco de dados do 

Centro Nacional de Informação Biotecnológica (NCBI) usando o programa BLASTN (http: 

//blast.ncbi.nlm.nih.gov). A árvore filogenética foi construída utilizando as sequências da 

região 16S rDNA dos isolados e sequências de “isolados tipo” provenientes de coleções de 

culturas internacionais. Foi utilizado o método Neighbor Joining, utilizando o modelo 

evolutivo Tamura 3 parameter com 1.000 replicações de bootstraps, através do programa 

MEGA 5 (Tamura et al., 2011). 
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3.4 Avaliação da produção de metabólitos pelos isolados 

 

Quatorze isolados que apresentaram os maiores valores de inibição no teste de 

confrontação direta foram selecionados para a avaliação da produção de metabólitos 

antifúngicos. 

Inicialmente, os isolados foram crescidos em placas de Petri contendo meio BDA até 

obtenção de uma cultura pura e em seguida foram adicionados discos de 5 mm da borda do 

micélio ou das colônias em Erlenmeyers contendo 50 mL de meio líquido TSB (Tripticaseína 

de soja). A incubação foi realizada a 28 °C sob agitação de 90 rpm por três dias. Após esse 

período, o sobrenadante foi coletado por centrifugação a 6.000 rpm durante 10 minutos e 

filtrado em membranas de 0,22 μm para a obtenção do filtrado. O filtrado de cada antagonista 

foi transferido para Erlenmeyers de 250 mL onde foram adicionados três discos de 5 mm da 

borda do micélio de F. verticillioides e solução do antibiótico tetraciclina + estreptomicina 

(20 mg/L). Erlenmeyers contendo apenas meio TSB, discos do fitopatógeno e antibiótico 

foram utilizados como controle. Durante dez dias os Erlenmeyers foram incubados a 28 °C de 

forma estacionária, 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 metabólitos na germinação de conídios e desenvolvimento de hifas 

 

Para a obtenção do filtrado de cada antagonista foi utilizada a mesma metodologia 

descrita no item 3.4.  Para preparação da suspensão de conídios, o fungo CML2743 foi 

crescido em meio BDA por sete dias a 25 °C com fotoperíodo de 12 horas de luz. Após esse 

tempo foram adicionados 3 mL de água estéril em cada placa e a colônia foi raspada com o 

auxílio de uma lâmina estéril. A suspensão de conídios foi obtida e a concentração foi 

ajustada para 7 x 104 conídios/mL utilizando uma câmara de Neubauer. Em tubos cônicos de 

15 mL foram adicionados 1 mL do filtrado e 1 mL da suspensão de conídios. Nas 

testemunhas, o sobrenadante foi substituído pelo mesmo volume de água estéril e pelo meio 

de cultura utilizado para o crescimento dos isolados. A incubação foi realizada a 25 °C com 

fotoperíodo de 12 horas de luz. Após 24 horas, foi avaliado em microscópio óptico o efeito do 

filtrado de cada antagonista sobre a germinação e desenvolvimento das hifas. Foram contados 

100 conídios em cada tratamento e os que apresentaram projeção da hifa foram considerados 

como germinados. As porcentagens de inibição foram calculadas em comparação com o 

controle. 
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3.6 Caracterização enzimática dos isolados 

 

Para a avaliação da produção e índice enzimático, todos os isolados bacterianos foram 

crescidos em meio TSB por 72 horas e a concentração ajustada para aproximadamente 108 

UFC/mL, antes da inoculação no meio de cultura específico para cada enzima. 

 

3.6.1 Produção de celulase 

 

 Os isolados foram cultivados em meio de cultura mínimo M9 (10 g/L de 

carboximetilcelulose, 5 g/L de extrato de levedura, 12,8 g/L de Na2HPO4 .7H2O, 3 g/L 

KH2PO4, 0,5 g/L de NaCl, 1 g/L de NH4Cl, 5 g/L de MgSO4 .7H2O, 0,01 g/L de CaCl2 .2H20, 

15 g/L de ágar). Após 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 solução de NaCl 5M. A detecção da produção da enzima celulase foi observada 

após 10-15 minutos com a formação de uma zona amarelada ou alaranjada no entorno das 

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

 

3.6.2 Produção de pectinase 

 

 Para a avaliação da atividade da pectinase os isolados foram crescidos em meio 

mínimo M9 como descrito acima. No entanto, na composição do meio de cultura a fonte de 

carbono carboximetilcelulose foi substituída por pectina cítrica na mesma quantidade. O pH 

foi ajustado para 8,0. Após o período de incubação e o crescimento dos isolados como 

descrito para a celulase, foram adicionados 10 mL lugol, sendo as placas lavadas em seguida 

com água deionizada. A presença de um halo incolor em torno das colônias foi considerada 

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

 

3.6.3 Produção de protease 

 

 Para a avaliação da atividade proteolítica 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 ágar. Após a esterilização do meio de cultura, foram adicionados 100 mL 

de leite desnatado fervido. Após 48 h, a atividade enzimática dos isolados foi determinada 

observando a formação de um halo incolor em torno das colônias após o crescimento 

microbiano, segundo metodologia descrita por Silva (2015). 



 

18 

 

 

3.6.4 Produção 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 sódio, 15 g/L de ágar, 31,25 mL/L 

de óleo de oliva, 0,01 g/L de rodamina B; pH 7,0. Após 48 h de crescimento microbiano foi 

avaliada a presença de halos de coloração azul em torno das colônias quando expostas à 

radiação ultravioleta. 

 

3.6.5 Índice enzimático 

  

 Após o crescimento microbiano em cada meio de cultura específico, o diâmetro das 

colônias e os halos formados foram medidos com paquímetro e o índice enzimático (IE) foi 

calculado conforme fórmula abaixo:  

 

IE = DH  

         DC 

Sendo: DH = o diâmetro em mm do halo descolorido e DC = o diâmetro em mm das 

colônias dos isolados. 

 

3.7 Avaliação da redução da incidência do patógeno em sementes de milho 

 

 Para avaliar a redução da incidência do fitopatógeno F. verticillioides foram utilizadas 

sementes de milho BRS1010 sem nenhum tipo de tratamento antifúngico. Inicialmente, as 

sementes foram desinfestadas através da imersão em solução de hipoclorito a 3% (v/v) por 5 

minutos, seguida de três lavagens com água deionizada. As sementes foram submetidas à luz 

direta por 24 h e posteriormente congeladas a -20 °C por mais 24 h a fim de inibir o processo 

de germinação. Após esse tempo, as sementes foram desinfectadas para eliminar os fungos 

presentes e posteriormente infectadas com F. verticillioides. Para a desinfecção, as sementes 

foram colocadas em uma solução de etanol 70% (v/v) por 10 min e imersas em água 

deionizada estéril por 4 h. Em seguida, as sementes foram incubadas em água deionizada 

estéril em banho-maria a 60 °C por 5 min, de acordo com metodologia descrita por Daniels 

(1983). Para a infecção com F. verticillioides, suspensões de esporos foram preparadas 

conforme descrito no item 3.5, no entanto, a concentração foi ajustada para 1 x 106 
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conídios/mL. As sementes incubadas com suspensão de conídios foram mantidas sob agitação 

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 concentrações 

ajustadas para aproximadamente 108 UFC/mL. As sementes foram imersas nas suspensões de 

cada isolado por 24 h a 28 °C e agitadas em agitador orbital à 130 rpm. A testemunha 

consistiu na imersão das sementes em meio TSB pelo mesmo período de tempo. Um controle 

adicional contendo sementes desinfectadas, sem tratamento com os isolados e sem inóculo de 

F. verticillioides, foi incluído para avaliar a eficácia da desinfecção.   

 Após esse procedimento, as sementes foram plaqueadas em caixas plásticas gerbox, 

com dimensões de 11 x 11 x 3 cm, contendo três camadas de papel filtro umedecido com água 

deionizada estéril. Para cada tratamento foram utilizadas 60 sementes distribuídas em três 

repetições de 20 sementes por cada caixa. As caixas foram acondicionadas em prateleiras a 22 

± 2 °C, com fotoperíodo de 12 h de luz. A avaliação da incidência de F. verticillioides nas 

sementes foi realizada após oito dias de incubação, examinando-se individualmente as 

sementes em microscópio. 

 

3.8 Avaliação do tratamento de sementes com as bactérias antagonistas na redução da 

podridão-do-colmo 

 

O ensaio foi instalado em casa de vegetação da Embrapa Milho e Sorgo em Sete 

Lagoas-MG. Para avaliação da capacidade de controlar a podridão-do-colmo ocasionada por 

F. verticillioides nas plantas de milho, foram selecionadas quatro bactérias que apresentaram 

maior eficiência nos testes de antagonismo in vitro.  

Para o tratamento das sementes, os isolados foram inoculados em 500 mL de meio 

líquido LB e incubados a 35 °C por 72 h sob agitação de 300 rpm. Em seguida, as amostras 

foram centrifugadas a 2.000 rpm por 2 min para a separação do sobrenadante que 

posteriormente foi descartado. A biomassa foi ressuspendida em 200 mL de solução de 

sacarose a 20% (m/v). Para microbiolização, foram utilizadas sementes de milho BRS 1010 

reconhecidas como suscetíveis ao patógeno. As suspensões foram inoculadas nas sementes e a 

incubação foi realizada sob agitação de 80 rpm por 30 minutos em temperatura ambiente. O 

excesso de inóculo 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 suspensão de esporos de F. verticillioides como descrito 

no item 3.5 e a concentração ajustada para 1 x 106 conídios/mL. Para os testes nas plantas de 

milho, as sementes foram plantadas a 5 cm de profundidade em vasos contendo 5 kg de solo. 

Após 30 dias de plantio foi realizada a inoculação do fitopatógeno no colmo das plantas 

utilizando um palito esterilizado e imerso na suspensão de esporos. Os tratamentos foram 

constituídos de: 1) sementes tratadas com cada isolado antagonista e inoculação com F. 

verticillioides; 2) sementes sem tratamento com os isolados e inoculação com F. 

verticillioides; e 3) sementes sem tratamento com os isolados e palitos sem inoculação com F. 

verticillioides. Um controle adicional foi incluído para verificar se os isolados não causaram 

nenhum efeito prejudicial nos colmos da planta de milho. Nesse caso, as sementes foram 

tratadas com cada um dos isolados sem a inoculação de F. verticillioides e foram cultivadas 

sob as mesmas condições descritas acima. Após 45 dias, a severidade da podridão-do-colmo 

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

 

3.9 Análises estatística 
 

Os dados obtidos foram analisados utilizando análise de variância (ANOVA), seguido 

do teste de comparação de médias Scott-Knott a p<0,05. Todos os tratamentos foram 

realizados em triplicata e os resultados, expressos como média das repetições. As análises 

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

 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

4.1 Isolamento dos microrganismos de estigmas de milho 

 

Foram obtidos 190 morfotipos de microrganismos isolados de estigmas de milho 

coletados nas regiões de Sete Lagoas-MG, Goiânia-GO, Sertaneja-PR e Sidrolândia-MS. Por 

meio da metodologia de isolamento e de avaliação macromorfológica adotada, foi possível 

isolar tanto microrganismos endofíticos, que representaram 46% dos isolados, quanto 

microrganismos epifíticos, representando 54% dos isolados (Tabela 2). 

Não foram encontrados na literatura relatos de microrganismos de estilo de vida 

endofítico em estigma de milho. A busca por microrganismos de tecidos vegetais pouco 

explorados pode contribuir não somente para fornecer informações sobre a diversidade 

microbiana nesses locais, como também favorecer a descoberta de novas espécies com 

potencial biotecnológico. Microrganismos endofíticos 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 raízes (Miliute et al., 2015). Porém, os microrganismos podem entrar 

no tecido da planta através de sítios de emergência de raízes laterais, lesões, aberturas naturais 

como estômatos e radículas em germinação. Os microrganismos endofíticos são 

assintomáticos e, ao contrário dos microrganismos patogênicos, não causam danos à planta 

hospedeira. Além disso, podem atuar na proteção das plantas contra fitopatógenos através da 

produção de compostos antimicrobianos, competição por espaço e nutrientes e indução de 

resistência da planta hospedeira (Souza, 2001).  

 

Tabela 2 - Microrganismos endofíticos e epifíticos isolados de estigmas de milho coletados 

em quatro regiões do Brasil. 

Região Endofíticos Epifíticos Total 

Sete Lagoas-MG 

Goiânia-GO 

Sidrolândia-MS 

Sertaneja-PR 

Total   

17 

22 

28 

21 

88 

31 

25 

22 

24 

102 

48 

47 

50 

45 

190 

 

 O isolamento de microrganismos nativos das plantas de milho foi um dos critérios 

utilizados nesse trabalho, pois, esses isolados são mais adequados para a utilização em 

programas de controle biológico. Isso deve-se ao fato de que esses isolados coexistem por 

muitos anos com a microbiota natural e apresentam maiores vantagens competitivas 

comparadas às espécies exóticas (Figueroa-López et al., 2016). Por esses microrganismos 

serem mais adaptados ao local de origem, podem apresentar maior capacidade de 

sobrevivência no campo e capacidade de colonizar o hospedeiro, aumentando as chances de 

sucesso do controle biológico. O isolamento dos microrganismos direto do estigma do milho 

foi realizado visando obter microrganismos mais adaptados a esse local específico, que é uma 

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

 

4.2 Avaliação da inibição de Fusarium verticillioides em meio sólido 

 

 Todos os 190 microrganismos isolados foram testados quanto seu potencial de 

inibição contra F. verticillioides. No entanto, 47 microrganismos não apresentaram 

crescimento ou apresentaram baixo crescimento no teste de confronto direto. Diante disso, 

esses isolados não foram incluídos nos resultados desse teste. Provavelmente esses 
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microrganismos não serão capazes de produzir substâncias em quantidade suficiente para 

inibir o crescimento de F. verticillioides ou não alcançarão um limite que lhes permita exibir 

uma resposta antagônica.          

A zona de inibição apresentou variações significativas em relação aos isolados 

testados (p ≤ 0,05). Do total de 167 microrganismos (143 isolados neste trabalho e 24 

pertencentes à CMMF), 28 não apresentaram diferença de redução do crescimento em relação 

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 

estatístico de Scott-Knott (Tabela 3). O maior número de isolados (grupo K) apresentou 

potencial de inibição que variou entre 48,7 a 52,1%.    

 

Tabela 3 - Agrupamentos dos isolados em relação à zona de inibição do crescimento de 

Fusarium verticillioides em teste de confronto direto com base no teste de Scott-Knott 

(p<0,05). 

Agrupamento  

Scott-Knott 

Número de 

isolados 

ZI%*  Agrupamento  

Scott-Knott 

Número de 

isolados 

 ZI%* 

A 

B 

C 

D 

E 

F 

G 

H 

28 

20 

9 

11 

10 

8 

5 

7 

0 - 1,7 

2,5 - 7,6 

8,5 - 10,2 

11,6 - 16,6 

17,0 - 21,3 

22,0 - 25,0 

26,4 - 28,5 

30,7 - 35,0 

I 

J 

K 

L 

M 

N 

O 

P 

7 

20 

30 

4 

5 

1 

1 

1 

 35,8 - 39,3 

43,5 - 48,3 

48,7 - 52,1 

53,2 - 57,1 

58,4 - 62,5  

71,6 

75,8 

100,0 

    * Zona de inibição obtida pelo teste de confronto direto entre os isolados e Fusarium verticillioides. 

  

O teste de confrontação direta in vitro é um método de triagem convencional 

apropriado para avaliar com maior rapidez e menor custo um grande número de 

microrganismos com atividade antagonista (Mota et al., 2017). A vantagem da utilização 

desse método é a possibilidade de selecionar tanto microrganismos que produzem substâncias 

antimicrobianas difusíveis no meio de cultura quanto microrganismos que atuam inibindo o 

fitopatógeno quando ocorre o contato entre eles, ou seja, microrganismos que empregam 

diferentes estratégias de biocontrole (Figueroa-López et al., 2016), como a competição por 

espaço e ou produção de metabólitos.  

Utilizando o teste de confronto direto no meio sólido, nesse trabalho foi possível 

observar dois tipos de inibição do crescimento de F. verticillioides pelos diferentes isolados. 



 

23 

 

A maioria dos isolados promoveu a inibição do crescimento do fitopatógeno com a formação 

de uma área limpa ao redor das colônias (Figura 1A). O restante dos isolados interrompeu o 

crescimento quando houve o contato do micélio do fitopatógeno com a colônia 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 ação foi através da produção de um ou mais compostos antimicrobianos que se 

difundiram no meio de cultura.  

 

 

Figura 1 - Inibição do crescimento de Fusarium verticillioides por dois isolados com estratégias 

distintas no teste de confronto direto. (A) Inibição formando uma área limpa ao redor dos isolados, 

isolado IM14. (B) Interrupção do crescimento sem a formação de halo 

 

A triagem é um passo crítico no controle biológico, 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, o método de seleção 

utilizado foi eficiente para selecionar microrganismos com a atividade de inibição in vitro de 

F. verticillioides. De todos os microrganismos testados neste primeiro ensaio, 83% 

apresentaram alguma atividade inibitória promovida por diferentes mecanismos de ação.  

Variações na capacidade de inibição dos isolados foram observadas de acordo com a 

região de cada microrganismo (Figura 2). O maior número de isolados que inibiram entre 0 a 

20% do crescimento de F. verticillioides foram coletados da região de Sete Lagoas-MG, onde 

foi incluído tanto os microrganismos isolados quanto os pertencentes à Coleção de 

Microrganismos da Embrapa Milho e Sorgo (CMMF). O índice de inibição entre 20,01 e 40% 

foi obtido principalmente pelos isolados de Goiânia-GO. Os isolados de Sidrolândia-MS 

apresentaram maior potencial de inibição entre todos os microrganismos avaliados. Nessa 

região foi isolado o maior número de microrganismos com potencial de inibição variando de 

A B 
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40,01 a 60% e foi a única região que continha um isolado que inibiu 100% do crescimento do 

fitopatógeno.    

O desenvolvimento de novas tecnologias mais sustentáveis baseia-se na busca de 

fontes genéticas, químicas e biológicas que podem ser empregadas como alternativa na 

redução dos problemas gerados pelo uso de fungicidas na agricultura (Gillican, 2008). Nesse 

trabalho, a busca por microrganismos de regiões diferentes visou a obtenção de um maior 

número de isolados que poderiam apresentar potencial como agentes de biocontrole. O teste 

de seleção de agentes antagonistas mostrou que em todas as quatro regiões foram encontrados 

microrganismos que apresentaram grande potencial de inibição de F. verticillioides.   

 

  

Figura 2 - Porcentagem de inibição do crescimento micelial de Fusarium verticillioides por 

microrganismos coletados em diferentes regiões brasileiras. 

 

4.3 Identificação molecular dos isolados selecionados 

 

 Para a identificação molecular, foram selecionados 42 isolados que mostraram 

inibição superior ou igual a 48,7% do crescimento de F. verticillioides, no teste de confronto 

direto.  

 A identificação desses isolados foi feita com base na comparação das sequências 

obtidas com as sequências depositadas no Genbank, com valores de similaridade acima de 

98% e E-value igual a 0. O sequenciamento do DNA permitiu a identificação dos isolados em 
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oito diferentes gêneros: 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 

identificação molecular de 42 isolados que apresentaram inibição ≥48,7% do crescimento de 

Fusarium verticillioides. 

  Isolado  Local de 

coleta  

Tipo   ZI*  Identificação 

ISD04 

IPR24 

CT01 

CT02 

IPR45 

IPR23 

IM14 

IPR06 

2080** 

IGN23 

1919** 

IGN01 

IGN36 

IGN14 

IPR09 

ISD23 

CT04 

CT03 

IM25 

ISD03 

ISD01 

ISD41 

CT05 

ISD36 

IM45 

ISD31 

ISD12 

ISD40 

Sidrolândia 

Sertaneja      

Sete Lagoas  

Sete Lagoas     

Sertaneja  

Sertaneja      

Sete Lagoas 

Sertaneja      

Sete Lagoas 

Goiânia        

Sete Lagoas  

Goiânia  

Goiânia  

Goiânia  

Sertaneja  

Sidrolândia      

Sete Lagoas  

Sete Lagoas  

Sete Lagoas  

Sidrolândia 

Sidrolândia  

Sidrolândia      

Sete Lagoas   

Sidrolândia      

Sete Lagoas    

Sidrolândia   

Sidrolândia   

Sidrolândia   

Endofítico 

Epifítico 

Epifítico 

Epifítico 

Endofítico 

Epifítico 

Endofítico 

Epifítico 

Endofítico 

Epifítico 

Endofítico 

Epifítico 

Endofítico 

Epifítico 

Endofítico 

Epifítico 

Epifítico 

Epifítico 

Epifítico 

Endofítico 

Endofítico 

Endofítico 

Epifítico 

Endofítico 

Epifítico 

Epifítico 

Endofítico 

Endofítico 

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 

 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.  

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1226884891
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1226884891
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1226884891
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1226884891
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1226884891
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1226884891
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1226884891
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1226884891
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ISD34 

ISD46 

ISD15  

IPR16 

ISD11 

ISD49 

ISD05 

ISD07 

ISD18 

IPR04 

IPR05 

IPR03 

IPR41 

IPR01 

Sidrolândia  

Sidrolândia 

Sidrolândia 

 Sertaneja  

Sidrolândia                

  Sidrolândia  

Sidrolândia  

Sidrolândia  

Sidrolândia  

Sertaneja  

Sertaneja 

Sertaneja  

Sertaneja  

Sertaneja  

Epifítico 

Endofítico 

Epifítico 

Epifítico 

Endofítico 

Endofítico 

Endofítico 

Epifítico 

Epifítico 

Epifítico 

Epifítico 

Endofítico 

Endofítico 

Endofítico 

50 

50 

50 

50 

50 

49 

49 

49 

49 

48 

48 

48 

48 

48 

Burkholderia sp.   

Burkholderia sp. 

Burkholderia sp. 

Burkholderia sp.  

Achromobacter sp.  

Bacillus sp.  

Bacillus sp.  

Bacillus sp.  

Burkholderia sp. 

Bacillus sp.  

Bacillus sp.  

Bacillus sp.  

Bacillus sp. 

Burkholderia sp. 

 * Zona de inibição obtida pelo teste de confronto direto entre os isolados e Fusarium verticillioides. 

** Bactérias pertencentes à coleção 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 últimos anos, bactérias de diferentes habitats ou nichos ecológicos (rizosféricas e 

endofíticas) e diferentes gêneros foram utilizadas para controlar fitopatógenos, como F. 

verticillioides, bem como promover o crescimento das plantas. Espécies de Burkholderia e 

Pseudomonas foram relatadas habitando a rizosfera de diferentes culturas agrícolas 

promovendo o crescimento da planta e atuando como agente de controle de F. verticillioides 

no milho (Hernández-Rodríguez et al., 2008). Palumbo et al. (2007), analisando os 

microrganismos do solo, da rizosfera e endofíticos da cultura do milho, encontraram 

diferentes gêneros de bactérias com potencial antagonista contra F. verticiilioides e 

Aspergillus flavus. Entre os gêneros predominantes na rizosfera, Burkholderia e Pseudomonas 

foram os mais encontrados, e nas amostras do solo, os gêneros Pseudomonas e Bacillus 

prevaleceram.  

Dentre os microrganismos identificados nesse estudo, bactérias do gênero Bacillus 

foram encontradas em maior número, tanto como endofíticas quanto epifíticas do milho.  

Espécies desse gênero são frequentemente encontradas no solo e em outros ambientes por 

causa da sua capacidade de formar endósporos que lhes confere vantagens em relação a outros 

microrganismos como maior tolerância a flutuações 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 número, os isolados de Bacillus 

destacaram-se como agentes de controle de F. verticillioides. Esse resultado está de acordo 

com outros trabalhos que têm mostrado o potencial desse gênero no controle de diferentes 

fitopatógenos (Raaijmakers e Mazzola, 2012). Em um estudo de Passari et al. (2017), Bacillus 

também foi encontrado como o gênero dominante entre os isolados de rizosfera com potencial 

de inibição do crescimento de diferentes fitopatógenos, principalmente espécies de Fusarium. 

Esse gênero representou 56,2% do total de isolados, seguido pelos gêneros Staphylococcus 

(15,6%), Pseudomonas (12,5%), Sphingomonas (9,3%) e Achromobacter (3,1%). A 

prevalência de espécies de Bacillus também foi encontrada na rizosfera de milho por 

Figueroa-López et al. (2016) buscando microrganismos nativos com potencial para o controle 

de F. verticillioides. Tais autores identificaram como principais gêneros bacterianos Bacillus 

(341 isolados), Enterobacter (38), Pseudomonas (23) e Lysinibacillus (13) que exibiram 

porcentagem de inibição variando de 53 a 99%.  

Os resultados de identificação mostraram que dois isolados que se destacaram no 

controle de F. verticillioides in vitro pertencem aos gêneros Penicillium e Aspergillus que são 

relatados como fitopatogênicos para a cultura do milho. Há relatos na literatura mostrando o 

potencial desses microrganismos para o uso como agentes de biocontrole.  No entanto, isso 

não implica a recomendação do seu uso direto no campo. Para que isso seja possível, testes 

posteriores de patogenicidade e de produção de micotoxinas deverão ser realizados para 

melhor caracterização da virulência desses isolados.         

Além do seu potencial como agentes de controle biológico, bactérias e fungos dos 

gêneros identificados nesse trabalho são conhecidos pela sua importância como agentes 

promotores de crescimento vegetal. Bactérias dos gêneros 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 gêneros 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 importância 

agrícola. Essa característica deve-se à capacidade desses microrganismos de atuarem 

produzindo fito-hormônios, fixando nitrogênio, aumentando a absorção de nutrientes através 

da produção de sideróforos e ácidos orgânicos envolvidos na solubilização de fosfato, que são 

favoráveis para o crescimento e desenvolvimento das plantas e síntese de enzimas 

relacionadas à resistência sistêmica (Graças et al., 2015).  
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4.4 Análise filogenética 

 

A partir das sequências de DNA dos isolados bacterianos foi construída uma árvore 

filogenética contendo sequências de “isolados tipo” depositadas no GenBank. A árvore foi 

obtida pelo método de Neighbor Joining, utilizando o modelo evolutivo Tamura 3 parameter, 

com 1.000 replicações de bootstraps (Figura 3). 

 

  
Figura 3 - Árvore filogenética construída a partir de sequências parciais do gene 16S rRNA dos 

isolados selecionados e comparadas com sequências tipo (T) depositadas no GenBank. O método 

utilizado para a construção do dendograma foi baseada em Neighbor Joining, utilizando o modelo 

evolutivo Tamura 3 parameter com 1.000 replicações de bootstraps, através do programa MEGA 5 

(Tamura et al., 2011). 
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As sequências das bactérias selecionadas foram agrupadas com espécies de “isolados 

tipos” de cinco gêneros: Bacillus, Burkholderia, Pseudomonas, Serratia e Acromobacter, 

confirmando a identificação 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 

identificação de algumas espécies de interesse, a análise filogenética com base apenas no gene 

ribossomal 16S é limitada e pode não ser suficiente para distinguir espécies estritamente 

relacionadas como as do gênero Bacillus. Isso ocorre por causa do grau muito elevado de 

conservação nas sequências nucleotídicas que este gene apresenta, o que pode gerar 

dificuldades na classificação de algumas espécies (Vandamme et al., 1996).  

Espécies de bactérias identificadas nesse trabalho têm sido relacionadas em outros 

trabalhos como agentes de biocontrole contra diferentes fitopatógenos que causam danos em 

culturas de grande importância agrícola. Bacillus subtilis e Bacillus velezensis são espécies 

intimamente relacionadas (Dunlap et al., 2016) e são conhecidas pelo seu potencial 

antagonista contra diferentes patógenos de plantas. Em um trabalho de Palazzini et al. (2016), 

a espécie B. subtilis foi reclassificada como B. velezensis de acordo com a análise 

filogenética. No estudo, B. velezensis mostrou atividade antagonista contra Fusarium 

graminearum reduzindo a gravidade da doença e diminuindo a acumulação de micotoxinas 

em condições de campo. Os autores atribuíram essa capacidade à produção de lipopeptídeos 

como a surfactina, fengicina e iturina que são compostos relacionados à atividade 

antimicrobiana. Em um trabalho de Raudales et al. (2017), analisando o genoma de B. 

velezesis, foram encontrados vários genes envolvidos na biossíntese de compostos com efeitos 

tóxicos sobre estruturas de células de fungos e genes de resistência induzida sistêmica nas 

plantas, o que explica em parte as características dessa espécie como agente antagonista.  

Burkholderia cepacia é uma espécie também descrita na literatura com atividade de 

inibição de diferentes fungos fitopatogênicos, incluindo espécies de Fusarium. Em um 

trabalho de Li et al. (2009), B. cepacia foi descrita como produtora de um composto 

antifúngico (CF66I) que atuou inibindo F. solani. Segundo os autores, altas concentrações 

desse metabólito atuaram promovendo a morte do fitopatógeno e baixas concentrações 

causaram alterações nas hifas, como o inchaço e a deposição 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 

ramnolipídio, apresentou atividade antifúngica e promoveu danos na estrutura micelial do 

fungo. O tratamento de sementes com P. aeruginosa foi eficiente para suprimir os sintomas 

da doença e controlar a podridão-do-colmo e da espiga, além de promover um aumento da 

biomassa vegetal e melhorar a frutificação 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 

níveis de aflatoxinas produzidas por esse fitopatógeno. A capacidade dessa espécie como 

agente de biocontrole foi relacionada com a produção de quitinases que degradam as paredes 

celulares fúngicas (Wang et al., 2013). Além de seu potencial como agente de controle 

biológico, essa espécie está envolvida na promoção de crescimento vegetal. Em um trabalho 

de Khan et al. (2017), que analisou o genoma completo dessa espécie, identificaram-se genes 

que atuam na biossíntese de ácido indolacético (AIA), solubilização de fosfato e genes 

enzimáticos com resposta ao estresse oxidativo. Da mesma forma, a espécie Burkholderia 

gladioli foi identificada como agente de controle biológico contra diferentes fungos 

fitopatogênicos (Elshafie et al., 2012). Nesse trabalho, atividade antifúngica de B. gladioli foi 

relacionada com a produção de enzimas hidrolíticas extracelulares, como quitinase, protease e 

glucanase e de metabólitos secundários difusíveis e voláteis 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 à solubilização de fósforo, produção de fito- 

hormônios, como ácido indolacético (AIA), 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 produção de sideróforos que fornece vantagens de competição por ferro no 

ambiente, indução da resistência sistêmica nas plantas (Moretti et al., 2008) e produção de 

quitinase (Vaidya et al., 2001). 

 

4.5 Produção de metabólitos antifúngicos pelos isolados 

 

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

para a seleção inicial dos isolados com potencial de controle biológico. Esse controle pode 
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ocorrer por causa de diferentes mecanismos de atuação como a produção de compostos 

antifúngicos ou por competição entre os microrganismos. Uma vez comprovada a inibição, a 

próxima etapa consiste em analisar as causas da inibição, que normalmente estão relacionadas 

à produção de metabólitos com atividade inibitória ou de enzimas líticas (Carissimi, 2006). O 

conhecimento sobre os mecanismos de inibição dos patógenos é importante para uma 

aplicação bem-sucedida dos agentes de controle biológico (Jeffries e Young, 1994). 

Quatorze isolados selecionados no teste de confrontação direta foram avaliados quanto 

à capacidade de produzir metabólitos antifúngicos. 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 inibição (59 a 74%), 

não havendo diferença significativa entre eles. Somente o filtrado de um isolado Penicillium 

sp. (CT01) não apresentou valores significativos de redução do peso da biomassa quando 

comparado com a testemunha (Tabela 5).  

Grande parte dos microrganismos envolvidos no controle biológico apresentam a 

capacidade de produzir um grande número e tipos de metabólitos biologicamente ativos, de 

amplo espectro ou específicos, que são característicos das espécies e tem como principal 

função a proteção 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 metabólitos antifúngicos produzidos 

podem atuar causando a quebra da estrutura celular independente do contato físico entre os 

microrganismos (Bettiol e Ghini, 1995). Além da vantagem de sobrevivência que a produção 

desses compostos confere, muitas outras funções importantes podem estar associadas a essas 

substâncias como a aquisição de substratos ou a sobrevivência em condições estressantes 

(Raaijmakers e Mazzola, 2012).  
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Tabela 5 - Inibição de Fusarium verticillioides pelos metabólitos produzidos pelos isolados 

antagonistas medida pelo peso final da biomassa. 

     Isolado               Identificação Peso da 

biomassa 

(mg)* 

Inibição do  

Crescimento (%) em 

relação à testemunha  

 

Testemunha** 

CT01 

IGN36 

IPR24 

ISD04 

2080 

IM14 

1919 

IPR23 

IGN23 

IGN01 

IGN14 

IPR06 

IPR45 

CT02 

 

Penicillium sp. 

Candida intermedia 

Aspergillus flavus 

Achromobacter xylosoxidans 

Bacillus sp. 

Bacillus sp. 

Burkholderia cepacia 

Achromobacter insuavis 

Bacillus sp. 

Bacillus sp. 

Bacillus sp. 

Bacillus sp. 

Pseudomonas aeruginosa 

Bacillus sp. 

367,66 a 

319,00 a 

282,66 b 

251,66 b 

194,00 c 

191,66 c 

147,33 d 

130,00 d 

116,33 d 

113,00 d 

111,33 d 

110,00 d 

104,66 d 

99,66 d 

93,00 d 

- 

13,23 

23,11 

31,55 

47,23 

47,87 

59,92 

64,64 

68,35 

69,26 

69,71 

70,08 

71,53 

72,89 

74,70 

 

*Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. 
**Testemunha: fitopatógeno crescido em meio de cultura sem o contato com os metabólitos.  

 

Nesse estudo, os testes de produção de metabólitos revelaram que treze dos quatorze 

isolados mais eficientes no teste de confrontação direta apresentaram a capacidade de liberar 

para o meio de cultura substâncias ativas contra F. verticillioides. Esse resultado está de 

acordo com outros trabalhos que demostraram que um dos principais mecanismos de atuação 

dos antagonistas consiste na produção de compostos antimicrobianos. Mostraram que 

espécies do gênero Bacillus têm sido capazes de produzir muitos metabólitos secundários com 

efeitos antifúngicos em diversos patógenos das plantas (Raaijmakers e Mazzola, 2012). 

Dentre os principais metabólitos com propriedade antimicrobiana de Bacillus destacam-se os 

lipopeptídeos cíclicos, como a iturina A, fengicina e surfactina. A fengicina apresenta 

atividade fungitóxica contra fungos filamentosos e pode induzir a resistência das plantas e a 

surfactina atua como um biossurfactantes e também induzem a resistência sistêmica (Gong et 

al., 2015; Kim et al., 2017). A iturina mostra uma forte atividade antifúngica contra leveduras 

e fungos e tem sido relatada atuando na membrana citoplasmática, podendo causar o 
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vazamento de substâncias vitais que acabam levando a célula à morte (Ongena e Jacques, 

2008).  

Bactérias do gênero Pseudomonas têm sido bastante investigadas quanto à atividade 

antagonista por apresentam capacidade de produzir uma ampla gama de compostos que são 

ativos contra diversos fungos fitopatogênicos. Os principais metabólitos produzidos por 

Pseudomonas incluem antifúngicos peptídicos como a viscosinamida; antibióticos, como 

floroglucinóis, fenazinas, pioluteorina e pirrolnitrila; enzimas; gás hidrocianeto; sideróforos, 

como o ácido salicílico, a pioeverdina e a pioquelina, responsáveis por quelar o ferro e outros 

metais, que conferem vantagem competitiva aos agentes de biocontrole pela limitação de 

minerais essenciais nos habitats naturais (Duffy e Défago, 1999; Villa, 1999). 

 

4.6 Efeito dos metabólitos na germinação de conídios e desenvolvimento de hifas 

 

 A germinação dos conídios de F. verticillioides foi alterada pelo contato com 

metabólitos produzidos pelos isolados (Tabela 6). No controle com o meio de cultura ou água 

estéril as hifas apresentaram crescimento normal dentro das 24 h de incubação (Figura 4A e 

4B). Os isolados apresentaram diferentes percentuais de inibição comparando com o controle 

que apresentou 87% de germinação.  Somente o filtrado da bactéria Pseudomonas aeruginosa 

(IPR45) inibiu 100% a germinação dos conídios. Os demais isolados apresentaram valores de 

inibição que variaram de 18,4 a 56,3%.  

Walker et al. (2001), avaliando os efeitos de metabólitos produzidos por Pseudomonas 

antimicrobica sobre os esporos de Botrytis cinerea, encontraram resultados positivos de 

inibição da germinação e de redução da ramificação das hifas do fitopatógeno, 

independentemente do tempo de incubação. Em outro trabalho, os mesmos autores avaliaram 

o efeito dos metabólitos na germinação dos conídios em folhas de morango e encontraram 

redução significativa da germinação quando as substâncias produzidas por P. antimicrobica 

foram aplicadas na planta (Walker et al., 1996).    

Os microrganismos antagonistas ou os metabólitos produzidos por eles podem atuar 

tanto prevenindo o estabelecimento dos fitopatógenos, quanto inibindo sua atividade 

fitopatogênica após a colonização na planta. No entanto, quando ocorre a atuação dos 

microrganismos em uma determinada fase crítica do desenvolvimento do fitopatógeno, como 

no período de germinação de seus esporos ou na formação inicial do tubo germinativo, antes 

da penetração na planta hospedeira, o controle pode se tornar ainda mais efetivo.  
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Tabela 6 - Porcentagem de germinação e de inibição da germinação de conídios de Fusarium 

verticillioides que tiveram contato com o filtrado dos isolados. 

     Isolado               Identificação Germinação 

(%) 

Inibição da  

germinação em relação à 

testemunha (%)   

 

Testemunha** 

CT01 

IGN36 

IPR24 

ISD04 

2080 

IM14 

1919 

IPR23 

IGN23 

IGN01 

IGN14 

IPR06 

IPR45 

CT02 

 

Penicillium sp. 

Candida intermedia 

Aspergillus flavus 

Achromobacter xylosoxidans 

Bacillus sp. 

Bacillus sp. 

Burkholderia cepacia 

Achromobacter insuavis 

Bacillus sp. 

Bacillus sp. 

Bacillus sp. 

Bacillus sp. 

Pseudomonas aeruginosa 

Bacillus sp. 

87 

61 

46 

71 

43 

58 

38 

52 

45 

69 

67 

71 

69 

0 

48 

- 

29,9 

47,1 

18,4 

50,6 

33,3 

56,3 

40,2 

48,3 

20,7 

23,0 

18,4 

20,7 

100,0 

44,8 

 

**Testemunha: conídios de Fusarium verticillioides que não tiveram contato com os metabólitos dos 

isolados.  

  

 A avaliação microscópica mostrou que 64% dos isolados pertencentes aos gêneros 

Bacillus sp. (IM14, IGN01, IGN14, 2080, CT02, IPR06, IGN23), Burkholderia sp. (1919) e 

Achromobacter sp. (IPR23) produziram filtrados que alteraram o crescimento normal das 

hifas e causaram anormalidades morfológicas, como inchaço, encurtamento e vacuolização 

das hifas (Figura 4C, 4D e 4E). Além disso, foi observado que o filtrado do isolado 

Pseudomonas aeruginosa (IPR45) inibiu completamente a germinação e reduziu 

consideravelmente o número de esporos na suspensão (Figura 4F), o que pode indicar a 

produção de metabólitos ou enzimas extracelulares que romperam a parede do conídio 

causando a sua destruição. Esse resultado foi consistente quando o experimento foi repetido. 

O mesmo fenômeno foi observado por Chan et al. (2003) analisando o efeito do filtrado de 

Bacillus subtilis em diferentes concentrações sobre a germinação de macroconídios e 

crescimento de hifas de F. graminearum após quatro dias de incubação. Os autores supõem 

que o mecanismo de atuação foi a produção de antibióticos que atuaram sobre a membrana 

celular fúngica alterando sua permeabilidade, o que gerou o inchaço das hifas e a ruptura de 
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algumas células. As mesmas alterações morfológicas foram relatadas por Gunji et al. (1983) 

analisando o efeito de antibióticos com ação fungicida sobre fungos e leveduras. Os autores 

descrevem várias anormalidades causadas por diferentes antibióticos sobre as células, entre 

elas, o inchaço e a ruptura das hifas, que foram alterações frequentemente observadas no 

estudo.    

 Foi demostrado nesse ensaio que o isolado IPR45 (Pseudomonas aeruginosa) 

apresentou a capacidade de inibir completamente a germinação dos esporos de 

F.verticillioides. Além disso, os filtrados de alguns isolados causaram severas alterações 

morfológicas nas hifas e impossibilitaram seu crescimento normal. Sabe-se que o micélio é a 

estrutura vegetativa que apresenta um papel fundamental na reprodução assexuada e na 

progressão da doença. Dessa forma, os danos causados a integridade dessa estrutura podem 

reduzir a patogenicidade e impedir o estabelecimento de um fungo fitopatogênico (Borah et 

al., 2016a).    

 Recentemente, a quimiosensibilização foi apresentada como nova estratégia para o 

aumento da eficácia dos fungicidas, permitindo aumentar a sensibilidade dos fitopatógenos 

aos compostos químicos pela utilização simultânea de duas ou mais substâncias fungicidas 

que teriam pouco ou nenhum efeito se utilizadas individualmente (Kim et al., 2017). Assim, 

os metabólitos antimicrobianos, que causam danos à parede celular e alteram a 

permeabilidade da membrana, produzidos pelos isolados nesse estudo, podem aumentar a 

sensibilidade do fitopatógeno aos fungicidas. A utilização desses compostos em conjunto com 

os fungicidas convencionais poderá aumentar a eficiência de controle, bem como diminuir o 

desenvolvimento de resistência dos patógenos e reduzir danos ao meio ambiente pela 

utilização 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 presença dos filtrados após 24 h de incubação (C, D, E), esporo não 

germinado de F. verticillioides em contato com o filtrado de Pseudomonas aeruginosa (F). 

 

4.7 Caracterização enzimática dos isolados  

 

4.7.1 Produção de celulase 
 

A atividade da enzima celulase foi identificada através da observação de um halo 

amarelo em torno das colônias após a adição do corante vermelho congo ao meio de cultura 

(Figura 5). A formação dos halos de hidrólise está diretamente relacionada à zona de atuação 

da enzima celulase e acontece em razão da quebra do substrato carboximetilcelulose em 

fragmentos pequenos aos quais o corante não consegue se ligar ou que podem ser lavados 

para fora das placas durante o processo de coloração.    

Do total de quatorze isolados avaliados, dez foram positivos para a produção de 

celulase. Quatro isolados (IGN36, IPR24, IPR45, ISD04), pertencentes aos gêneros Cândida, 

Aspergillus, Pseudomonas e Achromobacter, respectivamente, não produziram halo 

indicativo da atividade enzimática.  

   

A B C 

D E F 



 

37 

 

 
Figura 5 - Formação de halo indicativo da produção da enzima celulase pelos isolados em meio 

carboximetilcelulose corado com vermelho congo. 

 

 Os valores de IE (índice enzimático) dos isolados que produziram celulase 

apresentaram diferenças significativas (p ≤ 0,05) entre eles e foram separados em quatro 

grupos distintos. Os maiores valores de índice enzimático foram obtidos pelos isolados 2080, 

identificado como Bacillus sp. (IE= 1,85), e IPR23 (IE= 1,74), identificado como 

Achromobacter insuavis, não havendo diferença significativa entre eles (Tabela 7).   

 

4.7.2 Produção de pectinase 
 

 Para a determinação da atividade pectinolítica após o crescimento microbiano foi 

avaliada a formação de halo de coloração amarela ao redor das colônias (Figura 6). Da mesma 

forma como observado no teste de produção de celulase, os mesmos quatro isolados (IGN36, 

IPR24, IPR45, ISD04) não formaram halo no meio de cultura específico, indicando que esses 

isolados também não possuem a capacidade de produzir enzima pectinase. 

 

 
Figura 6 - Formação de halo indicativo da produção 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 três grupos (Tabela 7).  O isolado do gênero 

Penicillium apresentou o maior índice enzimático (IE= 2,35), diferindo estatisticamente dos 

demais microrganismos positivos para atividade de pectinase. 

 

4.7.3 Produção de protease 
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A capacidade dos microrganismos de produzir enzima protease foi avaliada pela 

presença de um halo incolor em torno das colônias (Figura 7). Do total de quatorze isolados 

testados, somente três isolados pertencentes aos gêneros Cândida (IGN36), Achromobacter 

(ISD04) e Aspergillus (IPR24) apresentaram resultados negativos para a produção de 

protease.  

 
Figura 7 - Formação de halo indicativo da produção da enzima protease pelos isolados em meio 

contendo leite desnatado. 

 

 Os demais isolados com atividade proteolítica foram separados em dois grupos de 

acordo com cada índice enzimático (Tabela 7). O isolado CT01 (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 Produção de lipase 

 

 Para avaliação da produção da enzima lipase pelos isolados, após o crescimento 

microbiano foi observada a formação de um halo de coloração azul ao redor da colônia 

quando as placas foram submetidas à luz UV (Figura 8). 

 Somente um isolado Pseudomonas aeruginosa (IPR45) apresentou atividade positiva 

de degradação de lipídeo em meio de cultura específico, com índice enzimático de 2,30 

(Tabela 7).   

 
Figura 8 - Formação de halo indicativo da produção da enzima lipase pelos isolados em meio 

contendo óleo de oliva. 
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Tabela 7 - Índice enzimático (IE) de celulase, pectinase, protease e lipase obtido pelos 

isolados selecionados no teste de antagonismo contra Fusarium verticillioides. 

Isolado   Identificação  Índice enzimático*  

                 Celulase Pectinase Protease  Lipase  

CT01 

IGN36 

IPR24 

ISD04 

2080 

IM14 

1919 

IPR23 

IGN23 

IGN01 

IGN14 

IPR06 

IPR45 

CT02 

Penicillium sp. 

Candida intermedia 

Aspergillus flavus 

Achromobacter xylosoxidans 

Bacillus sp. 

Bacillus sp. 

Burkholderia cepacia 

Achromobacter insuavis 

Bacillus sp. 

Bacillus sp. 

Bacillus sp. 

Bacillus sp. 

Pseudomonas aeruginosa 

Bacillus sp. 

1,65 c 

0,00 

0,00 

0,00 

1,85 d 

1,40 b 

1,26 a 

1,74 d 

1,52 c 

1,62 c 

1,23 a 

1,27 a 

0,00 

1,66 c 

2,35 c 

0,00 

0,00 

0,00 

1,86 b 

1,91 b 

1,74 a 

2,03 b 

1,80 a 

1,83 a 

1,95 b 

1,73 a 

0,00 

1,88 b 

    2,02 b 

0,00 

0,00 

0,00 

1,29 a 

1,31 a 

1,32 a 

1,44 a 

1,36 a 

1,25 a 

1,47 a 

1,41 a 

1,46 a 

1,55 a 

0,00 

0,00 

0,00 

0,00 

0,00 

0,00 

0,00 

0,00 

0,00 

0,00 

0,00 

0,00 

2,30 

0,00 

 

*Médias seguidas de mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de 

probabilidade. 
 

 Os resultados da avaliação da produção de enzimas líticas mostraram que dos quatorze 

isolados que foram mais eficientes na inibição do crescimento de F.verticillioides, onze 

isolados produziram pelo menos uma das enzimas líticas, sendo que 78% dos microrganismos 

foram capazes de produzir protease, 71% de celulase e pectinase, e somente um isolado (7%) 

apresentou atividade lipolítica. A maioria dos isolados avaliados (71%) produziram três 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 ação no controle dos fungos fitopatogênicos (Nielsen 

e Soresnsen, 1997).  

As enzimas líticas produzidas por microrganismos desempenham um papel importante 

não somente na degradação da matéria orgânica e no aumento do crescimento vegetal, mas 

também agem na redução de doenças, pois podem enfraquecer ou degradar constituintes das 

paredes celulares e membranas de fungos, levando-os à morte (Kavamura et al., 2013). A 

parede celular da maioria dos patógenos fúngicos consiste de polímeros como quitina, 

glucana, proteínas, celulose e lipídios (Bartnicki-García, 1968). Entre uma variedade de 
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enzimas hidrolíticas produzidas pelos antagonistas, as quitinases, celulases, proteases e lipases 

são de grande interesse, pois, estão diretamente relacionadas à atividade de biocontrole (Duo-

Chuan et al., 2005). Além disso, as enzimas extracelulares produzidas podem agir 

desencadeando respostas de defesa das plantas, que é considerado outro mecanismo de ação 

dos antagonistas. Isso ocorre quando microrganismos endofíticos produzem principalmente 

celulase e pectinase como uma forma de penetração ativa na planta hospedeira.   

A produção de enzimas hidrolíticas é um importante mecanismo de ação utilizado 

pelos agentes de biocontrole que está relacionado ao micoparasitismo (Harman, 2000). A 

relação entre o antagonista e o fitopatógeno é caracterizada por um período relativamente 

longo de contato, em que o parasita obtém todo ou parte de seu alimento do hospedeiro, 

através da digestão de estruturas celulares pela atuação de enzimas hidrolíticas como 

quitinases, proteases, glucanases e lipases (Bettiol, 1991). Além disso, a produção de protease 

pelos antagonistas pode ser relacionada a outro mecanismo de atuação e envolve a inativação 

de enzimas do fitopatógeno que são responsáveis pela destruição da parede celular da planta e 

permite sua infecção. Em um trabalho de Harman (2000), estudando os mecanismos de 

biocontrole de Trichoderma harziaanum sobre Botrytis cinerea, o autor descreve a atuação de 

proteases produzidas pelo antagonista sobre enzimas pectinolíticas, cutinolíticas e 

celulolíticas responsáveis pela infecção do patógeno na planta.    

 Isolados das espécies Bacillus têm apresentado grande capacidade de antagonismo no 

controle de Fusarium verticillioides em milho e grande parte dessa atividade se deve à 

produção de enzimas extracelulares. Em um trabalho Lizárraga-Sánchez et al. (2015) e 

Figueroa-López et al. (2016), a inoculação desses isolados em plantas provocou uma redução 

da gravidade da podridão-do-colmo e da espiga e diminuição dos níveis de fumonisina nos 

grãos. Os testes in vitro revelaram o potencial dessas espécies em produzir glucanases, 

proteases, e quitinases indicando serem esses os prováveis mecanismos de inibição. 

Nesse trabalho, somente um isolado identificado como Pseudomonas aeruginosa 

apresentou resultado positivo para a atividade lipolítica com índice enzimático de 2,30. 

Diferentes trabalhos têm mostrado que espécies de Pseudomonas são grandes produtoras de 

enzimas lipases. Em um trabalho de Poritsanos et al. (2006) foi confirmado o potencial desse 

gênero de produzir lipases e proteases que foram associadas à atividade de biocontrole. No 

estudo de Pliego et al. (2007) foi demonstrada produção de exoenzimas como protease e 

lipase em três bactérias com grande potencial de biocontrole, sendo que duas espécies são 

pertencentes ao gênero Pseudomonas (P. putida e P. pseudoalcaligenes). 
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As enzimas hidrolíticas são amplamente disseminadas na natureza e os 

microrganismos são a fonte preferida dessas enzimas, em razão do seu rápido crescimento, 

fácil cultivo e facilidade de manipulação genética, que permite a obtenção de enzimas com 

propriedades desejadas para aplicações específicas (Beg e Gupta, 2003). Muitos processos 

industriais utilizam catalizadores enzimáticos para aumentar a velocidade das reações 

químicas, possibilitando o desenvolvimento de métodos tecnológicos tão eficientes quanto 

aos realizados pela natureza (Hasan et al., 2006). A utilização de enzimas de origem 

microbiana na indústria possui vantagens sobre as de origem vegetal e animal, pois elas 

possuem um menor custo de produção e possibilidade de produção 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 indústria. Além de possuir um papel 

importante como um mecanismo de ação dos antagonistas, as enzimas líticas avaliadas nesse 

trabalho poderão ser avaliadas futuramente quanto o seu potencial em aplicações 

biotecnológicas.   

 

4.8 Incidência de Fusarium verticillioides nas sementes tratadas com os isolados 
 

 O teste que avaliou a inibição de F. verticillioides nas sementes de milho mostrou 

elevada incidência do patógeno na testemunha que foi inoculada com a suspensão de esporos 

e não recebeu nenhum tratamento com os isolados (Figura 9B). Nenhum crescimento micelial 

foi observado no tratamento controle com as sementes que foram desinfectadas e não foram 

inoculadas com a suspensão de esporos (Figura 9A), comprovando a eficiência da técnica 

utilizada (Tabela 8).   

 Em relação ao tratamento com os agentes de biocontrole, os resultados mostraram que 

o isolado IPR45 (Pseudomonas aeruginosa) inibiu de forma eficaz o aparecimento do 

fitopatógeno nas sementes, indicando a ação antifúngica dessa bactéria (Figura 9C). Os 

demais isolados não apresentaram capacidade de inibir o crescimento de F. verticillioides nas 

sementes (Tabela 8), apresentando incidência similar à observada na testemunha. 
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Figura 9 - Incidência de Fusarium verticillioides nas sementes de milho que foram desinfectadas e 

não foram inoculadas com a suspensão de esporos (A), nas sementes que foram inoculadas com o 

fitopatógeno e não receberam tratamento (B) e nas sementes que receberam o tratamento com 

Pseudomonas aeruginosa (C).  

 

Tabela 8 - Avaliação da capacidade dos isolados em inibir o crescimento de Fusarium 

verticillioides nas sementes em relação ao controle contendo sementes inoculadas somente 

com Fusarium verticillioides. 

Isolado Identificação Inibição do 

crescimento (%) 
 

CT01 

IGN36 

IPR24 

ISD04 

2080 

IM14 

1919 

IPR23 

IGN23 

IGN01 

IGN14 

IPR06 

IPR45 

CT02 

Controle1* 

Controle2** 

Penicillium sp. 

Candida intermedia 

Aspergillus flavus 

Achromobacter xylosoxidans 

Bacillus sp. 

Bacillus sp. 

Burkholderia cepacia 

Achromobacter insuavis 

Bacillus sp. 

Bacillus sp. 

Bacillus sp. 

Bacillus sp.  

Pseudomonas aeruginosa 

Bacillus sp. 

- 

- 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

0 

100 

0 

 

*Controle contendo sementes desinfectadas e sem suspensão 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 antifúngicos, 

a bactéria Pseudomonas aeruginosa (IPR45) apresentou grande capacidade de produção de 

metabólitos, inibindo o crescimento de F. verticillioides em 72,8% (Tabela 5) por esse 

mecanismo de ação. Além disso, quando foi avaliado o efeito desses metabólitos na 

germinação de conídios, o filtrado do isolado IPR45 foi o único que inibiu 100% a 

germinação e reduziu o número de conídios na solução, o que foi descrito como resultado da 

produção de antibióticos pela bactéria. No teste de produção de enzimas extracelulares, 

Pseudomonas aeruginosa foi o único isolado que apresentou atividade lipolítica. Além disso, 

num experimento preliminar, esse mesmo isolado produziu compostos voláteis que reduziram 

significativamente o crescimento de F. verticillioides in vitro (dados não mostrados). Os 

resultados positivos dos diferentes testes podem indicar que o isolado atua por diferentes 

mecanismos de ação que foram efetivos na redução do fitopatógeno nas sementes.    

Bactérias do gênero Pseudomonas são frequentemente encontradas no solo e têm sido 

usadas efetivamente como agentes de biocontrole ao longo dos anos (Akhtar et al., 2010). 

Estas bactérias apresentam crescimento rápido e são boas colonizadoras. Sua atividade de 

biocontrole é reproduzível na rizosfera de diferentes culturas e aplicável contra várias doenças 

de plantas. Além disso, colonizam com alta densidade, competem com sucesso com outros 

microrganismos na rizosfera e produzem metabólitos secundários com forte atividade 

antifúngica (Bhattacharyya e Jha, 2012). Além de atuarem como agente de biocontrole, 

espécies do gênero Pseudomonas são bem estudadas quanto o seu potencial de promover o 

desenvolvimento das plantas, por causa principalmente da capacidade de produzir sideróforos 

e hormônios de crescimento vegetal. Estas características podem sugerir que o isolado 

encontrado neste estudo (Pseudomonas aeruginosa IPR45) possui o “estilo de vida” 

endofítico 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 

inoculação das sementes de trigo com essa bactéria melhorou a absorção de P e N, aumentou 

a clorofila foliar, a produção total de proteína solúvel e biomassa vegetal em plantas 

cultivadas em solos com alta concentração 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 germinação das sementes infectadas, controlar os patógenos transmitidos pelas 

sementes e proteger as sementes dos fungos do solo (Henning et al., 1994).  

 A microbiolização de sementes de milho com bactérias do gênero Bacillus sp. tem 

sido eficiente para a redução da incidência e da gravidade da doença causada por F. 

verticillioides em milho (Lizárraga-Sánchez et al., 2015). Além disso, foi demonstrado que 

uma única aplicação do inóculo bacteriano nas sementes foi suficiente para proteger a cultura 

durante todo o ciclo da planta e sob diferentes condições de infecção do fitopatógeno 

(infecção natural e inoculação no solo).           

 A microbiolização das sementes com o isolado IPR45 (Pseudomonas aeruginosa) 

realizado nesse estudo indica ser um tratamento eficiente para reduzir a incidência de F. 

verticillioides. Novos testes em milho em condições de campo poderão confirmar o potencial 

desse isolado em suprimir a infecção pelo fitopatógeno durante o crescimento da cultura e 

avaliar o potencial dessa espécie na promoção de crescimento vegetal.  

 

4.9 Efeito do tratamento de sementes com os isolados na redução da podridão-do-colmo 

 

 A podridão-do-colmo foi medida em porcentagem da severidade de acordo com a 

escala de Nicoli et al. (2015) após 45 dias da inoculação com F. verticillioides, tempo 

necessário para ocorrer a infecção pelo fitopatógeno. Foram avaliadas lesões de coloração 

marrom característica da podridão causada por F. verticillioides. Nas sementes tratadas 

somente com os isolados sem a inoculação de F. verticillioides não foram observados 

sintomas da doença nos colmos das plantas (dados não mostrados).  

A Tabela 9 mostra a severidade da doença observada em cada tratamento e o efeito 

dos isolados no percentual de redução da podridão-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 redução de 72,6% da podridão- 

do-colmo em relação ao controle que foi inoculado com F. verticillioides e não recebeu 

nenhum tratamento (Figura 10C).  
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Tabela 9 - Efeito do tratamento de sementes com quatro isolados bacterianos na redução da 

severidade da podridão-do-colmo 45 dias após a inoculação de Fusarium verticillioides em 

condições de casa de vegetação. 

Híbrido  Tratamentos Severidade da 

doença (%)*  

Redução da 

podridão (%) 

BRS1010 Controle não inoculado 

Controle + F. verticillioides 

Achromobacter sp. + F. verticillioides 

Pseudomonas sp. + F. verticillioides 

Bacillus sp.  + F. verticillioides 

Bacillus sp. + F. verticillioides 

6,02 a 

38,06 c  

10,40 a 

18,75 b 

50,05 c 

25,57 b 

- 

0 

72,67 

50,73 

0 

32,81 

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

 

 

Figura 10 - Efeito do tratamento de sementes com os isolados na podridão-do-colmo causada por 

Fusarium verticillioides. (A) Controle não 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 único em que 

a severidade da doença foi estatisticamente igual ao controle que não foi inoculado com F. 

verticillioides. Os resultados obtidos nos testes feitos anteriormente indicam que o principal 

mecanismo de atuação desse microrganismo é a competição por espaço e/ou nutrientes. Por 

exemplo, no teste de confronto direto entre as culturas, esse isolado não apresentou zona 

limpa em torno da colônia (Figura 1B), ao contrário dos outros três isolados que foram 

testados na planta. No mesmo teste, esse isolado se destacou como agente antagonista 

apresentando 100% de inibição do crescimento de F. verticillioides e foi caracterizado como 

endofítico (Tabela 4). O isolado ISD04 não foi produtor de enzimas extracelulares (Tabela 7) 

e não se destacou como grande produtor de metabólitos no meio líquido (Tabela 5). Isso 

A B C D E

v 

F
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indica que provavelmente o mecanismo de atuação não é a produção 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 CT02 reduziram a podridão-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 não apresentou diferença estatística na diminuição da severidade em 

relação a nenhum controle (Tabela 9), apesar dos bons resultados in vitro obtidos por esse 

isolado. Neste caso, os resultados positivos obtidos em laboratório não apresentaram a mesma 

eficiência quando em condições de casa de vegetação, na planta de milho. Essa desigualdade 

entre os resultados pode estar relacionada ao fato de que o controle da doença pelos 

microrganismos introduzidos é dinâmico e inclui ciclos como a sobrevivência, 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, colonização interna do colmo e atividade 

metabólica dos microrganismos (Thomashow e Weller, 1996). Além disso, outros fatores 

como a produção de exsudatos pela planta hospedeira podem atuar sobre os isolados 

reduzindo sua eficiência na colonização (Fan et al., 2012). O fato deste isolado ser realmente 

de estilo de vida endofítico precisa também ser averiguado, ou seja, a efetividade da 

colonização endofítica para a competição com o patógeno no colmo in vivo, deve ser 

considerada neste caso.   

Alguns autores relatam que as atividades de metabólitos in vitro geralmente não se 

correlacionam com as atividades de biocontrole in vivo (Fravel, 1988). Isso ocorre porque a 

aplicação direta dos isolados vivos nas sementes requer que esses microrganismos se 

estabeleçam na planta e que produzam os mesmos metabólitos que os obtidos em laboratório, 

o que nem sempre acontece. Técnicas de aplicação direta do filtrado no lugar das células 

vivas por exemplo, não exigem a colonização dos tecidos vegetais pelo isolados e eliminam 

fatores externos que podem diminuir a eficiência de controle desses microrganismos (Chan et 

al., 2003). Os resultados dos testes feitos anteriormente mostram que os isolados (IM14, 

CT.02 e IPR45) são bons produtores de metabólitos antimicrobianos e enzimas extracelulares 

que provavelmente são os seus principais mecanismos de ação contra F. verticillioides. Dessa 

forma, outras técnicas de aplicação em campo utilizando os metabólitos desses isolados 

poderão fornecer um controle mais efetivo da doença. 
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5 CONCLUSÕES 

 

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

estigma de milho apresentaram potencial de inibição de Fusarium verticillioides. 

 

 Os microrganismos mais eficientes na inibição in vitro do crescimento de F. 

verticillioides pertencem aos gêneros Bacillus, Burkholderia, Achromobacter, 

Pseudomonas, Serratia, Penicilium, Candida e Aspergillus, predominando o gênero 

Bacillus. 

 

 Dos quatorze isolados mais eficientes na inibição in vitro do crescimento de F. 

verticillioides, treze isolados produzem metabólitos antifúngicos em meio líquido, 

indicando que esse pode ser o seu principal mecanismo de inibição.  

 

 Os metabólitos produzidos pelos isolados apresentam efeito inibitório na germinação 

de conídios e no crescimento normal das hifas de F. verticillioides. 

 

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

hidrolíticas avaliadas.  

 

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

aeruginosa, é eficiente para impedir o aparecimento do fitopatógeno in vitro. 

 

 O tratamento de sementes com os isolados Achromobacter sp. (ISD04), Pseudomonas 

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

plantas de milho, crescidas sob condições de casa de vegetação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1226884891
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