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RESUMO

Nas regides tropicais e subtropicais onde o milho € produzido tém se perdas quantitativas e
qualitativas dos graos associados ao fungo Fusarium verticillioides (Fv). Dentre as estratégias de
manejo, o controle quimico é a mais utilizada. Entretanto, estudos mostram varios produtos
registrados para o controle do fungo néo apresentando nenhum efeito na incidéncia do patdgeno e
reducdo de fumonisinas. O uso de agentes de bioncontrole (BCAs) pode amenizar ou reduzir este
problema, atuando com diferentes mecanismos de acdo ainda pouco estudados. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o impacto de diferentes tratamentos foliares na diversidade de fungos e
bactérias do filoplano e seu potencial no controle de Fv em milho. A colecdo microbiana foi obtida
a partir de amostras do filoplano (folhas e espiga) de plantas de milho inoculadas com Fv e
tratadas anteriormente em dois estagios fenoldgicos distintos (V9 e R1) com um fungicida -
Azoxystrobin + Ciproconazole (Az), um agente de biocontrole - Bacillus subtilis (Bs) BIOUFLA2
e os tratamentos controle (agua e meio de cultura bacteriano YPD). Verificou-se que quando séo
feitas duas aplicacdes de Bs, a porcentagem de bactérias e fungos antagonicos nativos do filoplano
contra Fv aumentou em 25 e 27,3% respectivamente. Entretanto, as duas aplicagdes do fungicida
em diferentes estadios fenoldgicos no milho reduziu as comunidades de antagonistas (11,6 e 9%).
Dos testes conduzidos no campo, foram selecionados e preservados 100 fungos e 140 bactérias.
Sob condig¢des controladas (in vitro) foi avaliada a incidéncia e severidade de Fv em gréos de
milho canjica, inoculadas com o0s possiveis antagonistas sete dias antes do patdgeno e
simultaneamente. Trinta e quatro bactérias e treze fungos foram selecionados por terem atividade
inibitéria contra Fv, a maioria oriunda do tratamento exclusivo com Bs. Estes isolados foram
avaliados para conhecer os mecanismos de acdo envolvidos no biocontrole. A producgdo de
antibidticos pelo método de confrontacdo direta contra patégeno e o indice de sobreposi¢cdo do
nicho (NOI) foram conduzidos para selecionar os melhores antagonistas no ensaio. Para
visualizacdo da interacdo em microscopia de varredura foram usados discos de 5 mm oriundos da
zona de inibicdo entre os antagonistas e o patdgeno, estes foram fixados em Karnovsky até
processamento padrdo para microscopia eletronica de varredura. Foram obtidas e identificadas
duas bactérias, (Bacillus amyloliquefaciens B45,2) e (Burkholderia gladioli B100) como
produtoras de antibi6ticos e trés fungos (Phomopsis sp F42, Epiococcum sp. F46 e Trichoderma
sp F8) com evidencia de micoparasitismo e produ¢do de metabolitos contra Fv. Deste isolados, F8,
F46 e B100 competiram pelo espaco e os nutrientes no milho contra Fv. Os resultados comprovam
0 uso potencial de Bs no manejo integrado de Fv em campo, atuando na selecdo, conservagéo e
proliferacdo dos microrganismos antagdnicos nativos da filosfera de milho. Assim, deve-se
investigar o potencial destes isolados em campo, no tratamento de sementes ou em aplicacOes
foliares no manejo de gréos ardidos.

Palavras chaves: Bacillus subtilis. Filosfera. Controle bioldgico. Controle Quimico. Microbioma
cultivavel. Abundancia



ABSTRACT

In the tropical and subtropical regions where maize is produced there are quantitative and
qualitative losses of the grains associated to the fungus Fusarium verticillioides (Fv). Among
management strategies, chemical control is the most used. However, studies show several
products registered for the fungus control, showing no effect on the incidence of the pathogen
and reduction of fumonisins. The use of biocontrol agents (BCAs) can soften or reduce this
problem, acting with different mechanisms that is still little studied. The goals of this work
was to evaluate the impact of different foliar treatments on fungi and bacteria of the
phylloplane and their potential to control Fv in maize. The microbial collection was obtained
from maize leaves and spike inculated with Fv and previously treated in two different
phenological stages (V9 and R1) with fungicide - Azoxystrobin + Ciproconazole (Az), BCAs
- Bacillus subtilis BIOUFLA2 (Bs) and control treatments (water and bacterial culture
medium YPD). It was found that when two applications of Bs are made, the percentage of
native antagonistic bacteria and fungi of the phylloplane against Fv increased 25 and 27.3%
respectively. However, the two applications of the fungicide at different phenological stages
in maize reduced the communities of antagonists. From the field assays, 100 fungi and 140
bacteria were selected and preserved. Under controlled conditions the incidence and severity
of Fv were evaluated in maize grains inoculated with the selected antagonists seven days
before and simultaneously with the pathogen. Thirty-four bacteria and thirteen fungi were
selected for having inhibitory activity against Fv, the majority coming from the exclusive
treatment with Bs. These isolates were evaluated concerning their mechanisms of action.
Antibiosys and niche overlap index (NOI) tests were conducted to select the best antagonists.
For eletronic microscopy analisys, 5 mm discs were used from the zone of interaction
between the antagonists and the pathogen and these were fixed in Karnovsky until standard
processing. Two bacteria (Bacillus amyloliquefaciens B45,2) and (Burkholderia gladioli
B100) were obtained and identified as antibiotics producers. Three fungi (Phomopsis sp F42,
Epiococcum sp. F46 and Trichoderma sp F8) showed evidence of mycoparasitism and
production of metabolites against Fv. Among these isolates, F8, F46 and B100 competed for
space and nutrients in maize against Fv. The results confirmed the potential use of Bs in the
integrated management of Fv in the field, acting in the selection, conservation and
proliferation of the antagonistic microorganisms native to the maize phyllosphere. Thus, the
potential of these isolates in the field, in the treatment of seeds or in foliar applications in the

management of rotten grains should be investigated.



Key words: Bacillus subtilis. Phyllosphere. Biological control. Chemical Control. Cultivated

microbioma. Abundance.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é o terceiro maior produtor de milho (Zea mays L.) do mundo, com uma
producéo em 2016 de 97,84 milhdes de toneladas e as estimativas para as proximas safras séo
maiores (99 milhdes de toneladas) (CONAB, 2018). A importancia da cultura é devida a
multiplicidade de usos alimenticios que favorecem o desenvolvimento socioecondmico e
seguranca alimentar (CASA et al., 2006; FANCELLI & DOURADO,2000). Mas com 0
aumento da producdo, incrementam também os problemas fitossanitarios, onde os fungos
filamentosos sdo os mais importantes, comprometendo o rendimento da cultura, reduzindo a
qualidade dos grdos devido a producdo de metabdlitos secundarios (micotoxinas) que tém
efeito comprovado na formacdo de células cancerigenas esofagicas no homem e na
proliferacéo de doencas gastrointestinais nos animais (CHU & LI, 1994; FREIRE et al., 2007;
RHEEDER et al., 1992; WANG et al., 1992; MUNKVOLD & DESJARDINS, 1997;
CARVALHO, 2010).

Entre os principais patdgenos nas regides produtoras tropicais e subtropicais Umidas
na cultura de milho, Fusarium verticillioides é responsavel pelas maiores perdas de grédos
mundialmente (LOPEZ et al., 2016; RODRIGUEZ et al., 2007; MARASAS et al., 1984). F.
verticillioides € um fungo filamentoso, pertencente ao Filo Ascomycota, Ordem Hypocreales
e faz parte do complexo de espécies de Fusarium fujikuroi (FFSC) (COVARELLI et al.,
2012; LOGRIECO et al., 2002). Os principais problemas do patégeno na cultura estdo
relacionados a podriddo de espiga (que consequentemente acarretam a producdo de gréos
ardidos) e do colmo. Outra caracteristica deste patdgeno é a sobrevivéncia saprofitica em
residuos culturais (MADRIGAL et al., 2015).

As micotoxinas produzidas por F. verticillioides sdo as fumonisinas dos tipos FB1,
FB2 e FB3 (COSTA et al., 2013; SMITH & SEDDON, 1998) sendo a FB1 a mais produzida
(80%) e recorrente (GORYACHEVA et al., 2007). Durante o ano de 2015, as perdas por
gréos ardidos no planeta chegaram préximo a 100 milhdes de toneladas (FAO, 2015). Por esta
razdo foram estabelecidos limites maximos permitidos de micotoxinas (2 ug/g de
fumonisinas) nos gréos destinados a alimentacédo e producédo de racées no mundo. No entanto,
para o Brasil sdo permitidos limites de 4 ng/g de fumonisinas em graos para processamento

(KIM et al., 2011; DOU, 2011).



Uma das principais estratégias no controle do grdo ardido é o uso de fungicidas
(MIGUEL et al., 2015; OLOTUAH et al., 2016). Para o Brasil, existem 17 produtos quimicos
registrados para o controle de grdo ardido, dos quais mais da metade sdo para tratamento da
semente (AGROFIT, 2017), sendo ainda necessario aplicagdes de outros produtos nos
estadios de desenvolvimento da planta (DEISING et al., 2008). No entanto, 0 uso de
agrotoxicos gera contaminacdo ambiental, fitotoxicidade, aumentos nas taxas residuais e
principalmente desenvolvimento de resisténcia do patdgeno ao principio ativo, além de gasto
econbémico (YOON et al., 2013; AKTAR et al., 2009). Os fungicidas quimicos agem no
campo formando um vacuo biolégico (auséncia de vida), na area onde foram aplicados,
permitindo a rdpida multiplicacéo e livre colonizacdo do primeiro microrganismo que chegue
ao orgdo, onde gquase sempre 0 mais exitoso é o patégeno (GHINI & BETTIOL, 2005). O
aumento no numero de aplicacfes de um mesmo fungicida no milho para o controle de F.
verticillioides, ndo tem tido efeito no controle dos grédos ardidos, mas sim para as principais
doencgas foliares que se apresentam no milho (MUNHOZ et al., 2015). Estas aplicacOes
podem aumentar a incidéncia do patdégeno nos grdos, como também o teor de fumonisinas
(LANZA et al., 2016). No entanto, as combinacGes de uma primeira aplicacdo do fungicida
em conjunto a uma segunda aplicacdo de Bacillus sp, podem resultar na reducéo da incidéncia
do patégeno no campo como também no teor de fumonisinas totais. (ZANOTTO et al., 2016).

O controle biolégico é uma estratégia alternativa promissora no manejo dos
patégenos da filosfera e rizosfera, jA que 0s microrganismos antagdnicos ndo geram taxas
residuais de resisténcia no tratamento da planta e contam com diferentes mecanismos de acéo
no controle, além de conseguirem induzir o crescimento vegetal até ativar o sistema de defesa
na planta (BATSON et al., 2000; KERRY, 2000; EHRLICH et al., 2004). O uso de diferentes
géneros de bactérias antagonistas tem sido relatado no milho (BOLSONI-SILVA et al.,2008),
dos quais os mais predominantes sdo: Pseudomonas spp., Bacillus spp., Streptomyces spp. e
representantes da familia Enterobacteriaceae. O género Bacillus se diferencia das outras
bactérias pela capacidade de formacdo de enddsporos e producdo de antibidticos com amplo
espectro, fato que atua na reducgéo do teor de micotoxinas (DE JENSEN et al., 2002; BACON
etal., 2001; CAVAGLIERI et al., 2005; ZANOTTO et al., 2016; PEREIRA et al., 2010)

O uso de estratégias de controle (quimicas ou bioldgicas) para diversos patdgenos

nas plantas, geram efeitos nas comunidades microbianas nativas associadas a filosfera e



rizosfera (FIGUEROA et al., 2016). A compreensdo da ecologia microbiana da filosfera e
rizosfera no milho e os mecanismos de agéo envolvidos pelos antagonistas, podem contribuir
no desenvolvimento de novas estratégias no manejo integrado de doencas, diminuindo a
dependéncia de produtos quimicos, melhorando a sanidade das plantas, conservando a
diversidade microbiana e protegendo a satde humana (FILION et al., 2004; BENEDUZI et
al., 2012).

Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o impacto de tratamentos
foliares na abundancia de bactérias e fungos do filoplano e seu potencial no controle de

Fusarium verticillioides em milho.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fusarium verticillioides e sua importéancia na cultura do milho

No comeco do seculo XX as doencas ocasionadas por fungos comecaram a ser mais
importantes, com perdas nas areas mais produtivas do Brasil (COSTA et al., 2009). Os fungos
Aspergillus flavus, Penicillium oxalicum, Stenocarpella maydis, Stenocarpella macrospora e
0 agrupamento de quatro espécies diferentes de Fusarium (F. nygamai, F.thapsinum, F.
andiyazi e F. verticillioides) que pertencem ao complexo de espécies de Fusarium fujikuroi
(FFSC) sdo os principais patdgenos que atacam esta cultura (MADRIGAL et al., 2015).
Podendo produzir micotoxinas (grdo ardido), podriddo de espiga e caule (FANTINI &
DUARTE, 2009), sendo que F. verticillioides € principal responsavel por gerar as maiores
perdas de grdos no milho em todo o planeta (LOPEZ et al., 2016; RODRIGUEZ et al., 2007).

O patégeno F. verticillioides € um habitante natural do solo, sendo a espécie
comumente mais reportada na cultura do milho nas regides tropicais e subtropicais Umidas
(COVARELLI et al., 2012; LOGRIECO et al., 2002; MARASAS et al., 1984, LESLIE,
1990). Esse patdgeno pode ser encontrado sobrevivendo nos residuos culturais de plantas de
milho, no caule, espiga e nos graos. Muitas vezes 0s sintomas que se apresentam no campo
podem ser variados, até incluso se podem apresentar de forma assintomatica, fato que

impossibilita 0 manejo adequado da doenca no tempo (BACON et al., 1996).

Segundo Oren et al., (2003) a infeccdo de F. verticillioides no milho pode acontecer
de duas formas diferentes: a mais comum e mais importante € pela liberacdo dos conidios ao
meio ambiente seguido pela disseminacdo dos mesmos pelo vento. A infeccdo comeca quando
o0 conidio chega ao estilo-estigma conseguindo assim a colonizacgéo e infeccdo do grdo, mas
apenas uma pequena parte dos grdos pode manifestar os sintomas. Outra forma de infec¢do do
fungo é pela contaminagéo nas sementes do milho, desta forma o fungo pode se movimentar
pelos vasos condutores da planta afetando o caule, até conseguir a infeccdo dos graos. Porém,
muitos grdos podem ficar assintomaticos e embora essa estratégia seja muito eficiente é a
menos utilizada pelo patégeno (HEADRICK, & PATAKY, 1991; MUNKVOLD &
CARLTON, 1997; KEDERA et al., 1992; GELDERBLOM et al.,1998; LESLIE et al., 1990).



No ano 2015 as perdas de grdos por micotoxinas chegaram préximas de 100 milhdes
de toneladas (FAO, 2015). As micotoxinas produzidas por F. verticillioides séo as
fumonisinas dos tipos FB1, FB2 e FB3 (COSTA et al., 2013; SMITH & SEDDON, 1998)
sendo a FB1 a mais produzida seguida da FB2 (GORYACHEVA et al., 2007). Devido a
probleméatica gerada pela producdo de micotoxinas em grdos de milho, departamentos
internacionais estabeleceram no ano 2006 limites maximos permitidos (2 pg/g de fumonisinas
nos graos) em grdos destinados a alimentacéo e producdo de racoes (KIM et al., 2011). No
Brasil, a Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) no ano 2014 estabeleceu um

limite méximo de 4 pg/g de fumonisinas em gréos para processamento (DOU, 2011).

A importancia das micotoxinas, além das perdas econémicas € pela capacidade em
gerar intoxicacdes nos animais, como leucoencefalomalacia nos cavalos, edemas pulmonares
nos suinos até problemas hepatocarcinogénico nos ratos (SYDENHAM et al.,, 1992;
HOWARD et al.,1999; NELSON et al.,1993; MYUNG et al., 2009; GELDERBLOM et
al.,2002). Em humanos foi encontrada a proliferacdo de células cancerigenas no eséfago,
toxicidade hepatica e renal (FANDOHAN et al., 2005; UENO, 2000; SWAMY et al., 2002;
MYUNG et al., 2012).

2.2 Controle quimico e biolégico como estratégia de manejo do Fusarium

verticillioides

Uma das principais estratégias de controle para o grdo ardido (Fusarium
verticillioides) é o uso de fungicidas. No Brasil para 0 manejo desta doenca, estdo registrados
17 produtos, dos quais mais da metade sdo para o tratamento da semente (AGROFIT, 2017).
Mas, os tratamentos da semente no comego do plantio nem sempre se refletem na protecéo
completa da planta e garante altos indices de produtividade, sendo necessarias aplicacdes
aéreas apos o aparecimento de sintomas da doenca na cultura (GODOY & HENNING, 2008;
GOULART, 1999). O Brasil utiliza grandes quantidades de produtos quimicos para o controle
de grédos ardidos, apesar do uso desses produtos gerarem contaminacdo ambiental, toxicidade
residual e 0 mais importante, o desenvolvimento de resisténcia do patdgeno ao principio ativo
(YOON et al., 2013; AKTAR et al., 2009; DEISING et al., 2008). Juliatti et al., (2007)
obtiveram resultados positivos no controle de Fusarium verticillioides com a aplicado do
controle quimico foliar no campo quando foram combinados os Triazbis as Estrobirulinas
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(Piraclostrobin + Epoxiconazole, Azoxystrobin + Ciproconazole e Azoxystrobin) e uso de
hibridos resistentes, ocasionando um aumento na produtividade. No entanto, 0 aumento no
nimero de doses do produto ndo favoreceu o controle da doenga, mas incrementou a
porcentagem de graos ardidos no campo (FANTINI & DUARTE et al., 2009). Miguel et al.,
(2015) comprovaram o efeito de fludioxonil + metalaxyl-M na morfologia micelial de F.
verticillioides, onde aplicagdes do produto geraram hifas mortas, alteragdes na parede celular,
proliferacdo de hifas com septos até inibicdo micelial. Porem, as aplicacbes do produto
quimico favoreceram a esporulacdo do patdgeno e producdo de micotoxinas (FB1),
assemelhando-se aos resultados de ZANOTO et al., (2016). Um dos principais produtos
usados (quase 100% nos casos) para tratamentos de sementes e cobertura de grdos para
plantio direto de milho em campo ¢ o fungicida “Fludioxonil”, sendo que alguns estudos tém
relatado que ndo existe efeito significativo no controle do patégeno F. verticillioides quando
foi avaliado in vitro (RODRIGUEZ, 2008).

O controle bioldgico é uma estratégia promissora no manejo de patdgenos da
filosfera em plantas de milho (BATSON et al., 2000; KERRY, 2000; EHRLICH et al., 2004).
Géneros de bactérias antagonistas com maior predominancia no campo tem sido relatada por
BOLSONI-SILVA et al., (2008), das quais: Pseudomonas spp., Bacillus spp., Streptomyces
spp. e representantes da familia Enterobacteriaceae sdo 0s mais importantes.

Neste contexto o género Bacillus sp se diferencia das outras bactérias, pela
capacidade de formacdo de enddsporos e pela producdo de antibi6ticos com amplo espectro
(DE JENSEN et al., 2002; KIM et al., 1997; BACON et al.,, 2001; LEIFERT,1995;
DOUMBOU, 2001). Cavaglieri et al., (2005) conseguiram reduzir a coloniza¢do de F.
verticillioides no rizoplano com aplicacées de B. subtilis numa concentracdo de 108 UFC ml™
em casa de vegetacdo e in vitro encontraram inibicdo do crescimento do patégeno em até
78%, identificando a antibiose como o principal mecanismo de agdo. Outra caracteristica
desta bactéria é a redugdo na produgdo de micotoxinas (Fumonisinas), diminuindo até 50% in
vitro (CAVAGLIERI et al., 2005; BACON et al., 2001; LIU et al., 2010; PEREIRA et al.,
2010).

Além do género Bacillus sp; existem outras bactérias antagbnicas de F.
verticillioides. FIGUEROA et al., (2016), conseguiram selecionar 42 isolados associados a

microbiota de plantas de milho, onde os géneros: Pseudomona sp., PaeniBacillus sp. e



Bacillus sp, foram os mais eficientes, conseguindo inibir o crescimento de F. verticillioides
até 45%. Chandra et al., (2009) reduziram a incidéncia do patdgeno com aplicacbes de
Pseudomona flourescens em condic¢Bes tanto in vitro como em in vivo, resultando em um
incremento no vigor da planta, aumentando a germinacao e peso das plantas além de reduzir o
teor de fumonisinas. De forma similar Cavaglieri et al., (2004) encontraram inibigdo do
patdégeno até 80% em condi¢bes in vitro por parte da espécie Azotobacter armenicus e

reducdo da colonizacdo das raizes em casa de vegetacao.

O tratamento de sementes com microrganismos é uma estratégia eficiente para a
introdugdo de agentes antagonicos (DAWAR et al., 2008; CORREA et al., 2009). Pereira et
al., (2007) verificaram que os isolados de B. amyloliquefaciens e Microbacterium oleovorans,
reduzindo significativamente os propagulos de F. verticillioides e o teor de fumonisinas em
grdos de milho, quando foram comparados em relacdo as aplicacfes de tratamento das

sementes com produtos quimicos.

Alguns fungos tém sido relatados também como antagonistas de F. verticillioides.
Castro del angel, (2013) avaliou trés espécies diferentes de Trichoderma spp, onde foi
observado a reducdo da incidéncia e severidade do patdgeno em 67% em condicdes de campo.
De forma similar FERRIGO et al., (2014) encontraram o isolado de T. harzianum reduzindo

o0s sintomas do patdgeno, além da ativacdo do sistema de defesa na planta.

2.3 Mecanismos de acdo dos agentes de biocontrole

O conhecimento dos mecanismos de a¢do no controle bioldgico permite obter novas
estratégias que possibilitam o controle alternativo dos patdégenos. Muitas das estratégias que
um agente de biocontrole usa contra 0 patdégeno sdo baseadas nas interacGes ecoldgicas no
nicho, tais como parasitismo ou micoparasitismo, competicdo por espago e nutrientes,
antibiose, inducdo de resisténcia nas plantas e promocéo de crescimento (HALFELD-VIEIRA
et al., 2015).

A competicdo é uma interagdo indireta resultante pela demanda do mesmo recurso
(nutriente ou espago) entre duas ou mais populagdes de microrganismos (DROBY &
CHALUTZ, 1994). O biocontrole existe quando o agente antagbnico reduz a disponibilidade
da substéncia requerida pelo patdgeno no espaco, limitando assim seu crescimento. A maioria
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das vezes o agente antagbnico sempre é mais eficiente em capturar 0s nutrientes
(HANDELSMAN & PARKE, 1989). Por exemplo Castro del angel (2013) encontrou reducéo
da colonizacdo de F. verticillioides no colmo de plantas de milho quando foram feitas
aplicacdes de Trichoderma harzianum, T. longibrachiatum e T. asperellum, além de reduzir a
severidade da doenga em 78 %. De outra forma Chandra et al., (2009) conseguiram aumentar
o rendimento e diminuir a incidéncia da doenga, com o tratamento de sementes no milho com
P. flourescens, atribuindo o efeito antagdnico a rapida colonizacdo no solo e consequente
colonizacdo das raizes, prevenindo a multiplicacdo do patdgeno F. verticillioides. Medeiros et
al., (2012) concluiram que a competicdo por nutriente e pelo espaco € o modo de agdo mais

aceito dos agentes antagbnicos existentes na natureza.

A antibiose é a producdo por parte de um microrganismo antagénico de metabdlitos
especificos ou inespecificos, agentes liticos ou enzimas de baixo peso molecular que geram
destruicdo ou inibicdo de um agente patogénico (MELIN et al., 2007). Para que o metabolito
seja eficiente no controle, ele devera ser produzido in situ pelo microrganismo antagénico no
momento exato a interacdo com o patdgeno e nas quantidades suficientes (EL GHAOUTH et
al., 2002). O antagonismo direto exercido por B. subtilis foi relatado por Leelasuphakul et al.,
(2008), onde 23 estirpes diferentes de Bacillus spp. isoladas no solo mostraram inibicdo in
vitro, mas s6 nove estirpes inibiram até 80% a doenga. A sintese de Substancias
antimicrobianas e a producdo de compostos volateis sdo 0os mecanismos de acdo envolvidos
no controle da doenca por B. subtilis. Substancias inibitdrias relatadas pelo mesmo autor
foram encontradas como: iturina A, amicoumacina A, surfactina e fengicina. Estas familias de
peptideos sdo compostas de sete ou dez a-aminoacidos ligados a um unico B-amino (iturinas)
ou B-hidroxi (surfactinas e fengicinas) acido graxo e podem ter atividade antifingica e
antibacteriana intensa quando estdo juntas ou separadas (MAGET-DANA et al., 1992).
Palazzini et al., (2016) descreveram que isolados de B. subtilis exercem controle de F.
graminearum, identificando o mecanismo de agdo usado principalmente pelo agente

antagbnico como antibiose devido aos lipopeptidos.

O aproveitamento e uso de um organismo como fonte de alimento € conhecido como
parasitismo. O parasitismo gera destruigdo direta do patdgeno e lise estrutural celular (BULL
et al., 1998). Fungos alimentando-se de outros fungos sé@o conhecidos como micoparasitas

(BAKER & COOK, 1974). Muitos micoparasitas possuem uma ampla gama de hospedeiros,



possibilitando o desenvolvimento de produtos bioldgicos formulados (ADAMS, 1990). O
micoparasitismo comega com o crescimento quimiotropico em direcdo aos fungos alvos que
estdo produzindo compostos quimicos. Depois, 0 microrganismo passa por uma fase de
reconhecimento celular onde lectinas produzidas pelo patégeno e receptores de carboidratos
do agente de biocontrole estdo envolvidas. Continuando com a aderéncia e a degradacdo da
parede celular, onde o fungo antagonico pode produzir enzimas quitinoliticas (quitinases ¢ a B
1,3 glucanase) ou enrolar-se no patégeno alvo. O Ultimo passo € a penetracdo e 0 parasitismo
do agente de biocontrole com ajuda de estruturas miceliares chamadas apressorios, causando a
morte do organismo alvo (INBAR & CHET, 1994; LORITO et al, 1993; AHANGER et al.,
2014). A esporulagéo de isolados de T. pseudokoningii na massa micelial do F. verticillioides
e a consequente distor¢do do crescimento do patogeno, foi relatado por SABOWALE et al.,
(2005) relatando o micoparasitismo como 0 mecanismo supressor do crescimento. Foi
observado também, além disso foi observado o fungo Clonostachys rosea exercendo
micoparasitismo no patdgeno F. verticillioides in vitro (CHATTERJEE et al., 2016).

As plantas respondem de forma continua a uma ampla gama de estimulos gerados
pelo ambiente (luz, estresse fisico, disponibilidade de nutrientes e agua) e por estimulos
quimicos influenciados por microrganismos associados ao solo e a presenca de outras plantas.
Estes estimulos condicionam a planta a uma mudanca bioquimica, favorecendo sua resisténcia
contra agentes injuriantes e condi¢cbes ambientais adversas. Este modo de acdo é conhecido
como inducdo de resisténcia vegetal, e pode apresentar-se de forma local ou sistémica
transloucando-se pelos feixes vasculares da planta (PAL & GARDENER, 2006).

A inducdo de resisténcia influenciada por microrganismos pode-se apresentar de
duas formas: Resistencia Sistémica Adquirida (SAR) ou Resisténcia Sistémica Induzida
(ISR). A producdo do acido salicilico é dirigida por SAR, este composto é produzido pela
planta apos infeccdo dos microrganismos patogénicos ou ativadores quimicos. A producao
desta molécula influencia o desenvolvimento de proteinas relacionadas a patogenicidade
(PRPs), atuando diretamente no patogeno, ocasionando lise celular, indugdo de morte
controlada no ponto da infeccdo e até reforco na parede celular para futuras infecgdes. Ja a
ISR é produzida na planta pela influéncia da colonizacéo de microrganismos ndo patogénicos.
Esta resisténcia emprega outro tipo diferente de sinalizagdo mediada pela producdo do &cido

jasmonico ou etileno e ndo existe participacdo de proteinas relacionadas a patogénese e a



amplitude da inducdo é geralmente generalizada (STICHER et al.,1997; PAL &
GARDENER, 2006; ROMEIRO, 2007).

Neste tipo de mecanismo, Ferrigo et al., (2014) avaliaram a eficacia de Trichoderma
harzianum como indutor de resisténcia em plantas de milho inoculadas com cepas de F.
verticillioides, obtendo reducdo da severidade da doenca e gerando sintomas diferentes
daqueles caracteristicos do patdgeno na planta. Além disso, foi descrito pelos autores a
producdo de &cido salicilico correlacionando-se com o &cido jasmonico e etileno ativando o
sistema de defesa das plantas estudadas. Outros autores tém relacionado estes resultados a
ISR, como o principal mecanismo envolvido no controle de F. verticillioides quando foram
feitas as aplicacOes de B. subtilis no campo em diferentes concentracdes (10* e 10°) reduziram
a severidade da doenca até 76% (PALAZZINI et al., 2016). Pseudomonas flourescens
também ja foi reportada como agente na inducdo de ISR contra F. verticillioides (CHANDRA
et al., 2009). Muitas bactérias também tém sido relatadas como precursoras na ativacao de
ISR em diferentes plantas para o controle de distintos patégenos: P. flourescens contra F.
oxysporum f. sp. radicis-lycopersici em tomate (M'PIGA et al., 1997), Bacillus pumilus contra
F. oxysporum f. sp. pisi em ervilha (BENHAMOU et al., 1996), Bacillus subtilis contra
Penicillium digitatum em citros (LEELASUPHAKUL et al., 2008).

As rizobactérias promotoras de crescimento vegetal ou Plant Growth-Promoting
Rhizobacteria (PGPR) sdo habitantes comuns do solo especializadas na colonizagdo de raizes
nas plantas (ROMEIRO, 2007). Elas podem exercer controle do patégeno pela ativacdo da
Inducdo de Resisténcia Sistétmica (ISR) ou pela promocdo de crescimento vegetal
(BENEDUZI et al., 2012). Diferentes mecanismos estdo envolvidos na promocdo de
crescimento, tais como; fixacdo de nitrogénio (VESSEY, 2003), solubilizacdo de fosfatos
(DEY et al., 2004), producéo de sider6foros para captacao e absorcao de ferro (WANG et al.,
1993) e produgdo de fitohorménios (LUCY et al., 2004). Bactérias dos géneros Pseudomonas
e Bacillus séo as mais estudadas e catalogadas como as mais importantes, pois geram efeito
antagdnico notdrio no controle de patdgenos desencadeando ISR e ativando a produgdo do

acido jasmonico ou etileno ambiente (BENEDUZI et al., 2012).
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2.4 Efeito dos tratamentos quimicos e biologicos na diversidade microbiana

Segundo Rastogi et al., (2013) as condi¢bes ambientais adversas na parte aérea da
planta (filosfera), tais como radiagdo UV, flutuagdes constantes de temperatura,
disponibilidade de &gua e nutrientes além das competicGes bioldgicas contra outros
microrganismos pela obtencdo do espaco e nutrientes, permitem que microrganismos
epifiticos se adaptem no tempo a este habitat desfavoravel, atuando como uma barreira na
planta impedindo o estabelecimento de organismos patogénicos indesejaveis. O conjunto
desses fatores permitem que estas populacfes de microrganismos se estabelecam conforme de
correm as estacGes do ano e o ciclo fenoldgico da folha (JACOB, 1997). Estas comunidades
estdo tendo importancia nos Gltimos anos por seu papel em desenvolver beneficios nas plantas
como estimulagdo fisioldgica, biofertilizantes e controladores de agentes injuriantes
(MULLER & RUPPEL, 2014). No entanto uns dos principais problemas que se apresentam
no uso destas comunidades microbianas para o controle de doencas foliares sdo a baixa
capacidade de sobrevivéncia e viabilidade para manter essas comunidades em alta densidades
(ANDREWS & HIRANO, 2012). Por outro lado, microrganismos endofiticos tém vantagem
ecoldgica sobre os epifiticos ja que as condi¢des internas sdo mais favoraveis e proporcionam
um ambiente mais seguro para seu desenvolvimento, potencializando na planta possiveis
estratégias de controle contra fitopatdgenos e induzindo o crescimento vegetal (HALLMANN
et al., 1997). Os microrganismos endofiticos sdo originados na rizosfera ou filosfera da planta,
sendo a rizosfera sua principal forma de entrada (DONG et al.,1994).

Em relacdo a riqueza microbiana nas plantas, Figueroa et al., (2016) avaliaram
11,520 microrganismos associados & rizosfera em plantas de milho sintomaéticas e
assintomaticas com o patogeno F. verticillioides. Foram selecionadas 42 espécies dos géneros
Bacillus, Pseudomonas e PaeniBacillus que inibiram o crescimento do F. verticillioides em
mais de 45%. Foi identificado Bacillus cereus como o maior agente de biocontrole ja que
conseguiu inibir o crescimento in vitro e reduz a severidade da doenga em casa de vegetacéo.
Os mecanismos de acdo sugeridos foram os seguintes: producdo de compostos como
glucanases, proteases, quitinases, sideroforos e o desenvolvimentos de auxinas na planta. Isto
demonstra a abundancia de microrganismos associados as culturas agrondmicas, além da

importancia na conservagdo destas populagdes, j& que podem ser possiveis agentes de
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biocontrole. Assim é necessario 0 uso de praticas sustentaveis para permitir o estabelecimento

dos microrganismos benéficos nas plantas.

Pereira et al., (2007) avaliaram o efeito de aplicacdes na semente de milho de
Carboxin + Thiram e bactérias endofiticos (Bacillus amyloliquefaciens e Microbacterium
oleovorans) no desenvolvimento de F. verticillioides e o impacto nos microrganismos
associados a rizosfera. Eles encontraram diferencas significativas nos tratamentos comparados
com o controle. As aplicacdes dos microrganismos benéficos aumentaram o numero de
bactérias formadoras de enddsporos do género Bacillus e bactérias Gram positivas com
formato de bastbes irregulares. Isto demonstra a recuperacdo dos microrganismos apés a
aplicacdo no campo e seu desenvolvimento durante o crescimento fisiolégico do milho. Os
agentes de biocontrole relatados anteriormente conservaram a riqueza e diversidade
bacteriana. B. amyloliquefaciens ndo permitiu o desenvolvimento de F. verticillioides

enquanto M. oleovorans ndo teve nenhum efeito no controle do patégeno.

Os defensivos quimicos agem no campo formando um vacuo biol6égico sem vida na
area onde foram aplicados, permitindo a rapida multiplicacéo e livre colonizagdo do primeiro
microrganismo que chegue ao 6rgdo, onde quase sempre 0 mais exitoso é o patégeno (GHINI
& BETTIOL, 2005). Zanotto et al. (2016) observaram que com o0 aumento no nimero de
aplicagdes (de uma para duas) do fungicida “PrioriXtra” (azoxistrobina + ciproconazole) no
milho para o controle de F. verticillioides, ndo se encontrou resposta no controle de gréos
ardidos, mas observou-se aumento na porcentagem de graos colonizados por F. verticillioides,
além do aumento no teor de fumonisinas (FBle FB2). No entanto diferencas significativas
foram encontradas quando combinagfes de uma primeira aplicagdo do fungicida “PrioriXtra”
em conjunto a uma segunda aplicacdo de Bacillus subtilis, resultaram na reducdo da
colonizagdo do patégeno no grdo como também diminuicdo no contetdo de fumonisinas
totais.

Por tanto uma compreensdo mais completa da ecologia microbiana
associada a filosfera e rizosfera do milho podera permitir o desenvolvimento de estratégias
eficientes no controle bioldgico de patdgenos associados a cultura, alem de diminuir a
dependéncia de produtos quimicos, melhorando assim a sanidade das plantas, conservando a
diversidade microbiana e protegendo a saude humana (FILION et al., 2004). O impacto de

praticas (quimicas ou bioldgicas) para o controle de diversos patdgenos e sua correlacdo no
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efeito das comunidades microbianas nativas das plantas tem sido estudada por muitos autores
(SOUZA et al.,, 2015). Algumas conclusdes sdo que a introducdo de microrganismos
antagbnicos e aplicacbes de produtos quimicos no ecossistema associado a filosfera e
rizosfera das plantas podera gerar impactos positivos (PEREIRA et al., 2009; FIGUEROA et
al., 2016) ou negativos (JACKMAN et al., 1992) no desenvolvimento das doencas.
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3. OBJETIVOS

Determinar o impacto do tratamento foliar com fungicidas quimicos e bioldgicos na
abundancia de bactérias e fungos do filoplano e seu potencial no controle de Fusarium

verticillioides no milho.

3.1 Objetivos especificos

Isolar fungos e bactérias do filoplano em plantas de milho.

Selecionar e avaliar in vitro possiveis agentes de biocontrole de F. verticillioides.

Identificar os principais mecanismos de acdo dos possiveis agentes de controle
bioldgico.

Selecionar os melhores microrganismos antagonicos contra F. verticillioides.

3.2 Hipdtese cientifica

As aplicagbes de produtos quimicos, bioldgicos ou a combinagdo de ambos sédo
capazes de alterar a abundéncia de fungos e bactérias do filoplano em plantas de milho na
presenca do patogeno F. verticillioides, possibilitando a obtencdo de agentes de controle

biolégico contra 0 mesmo.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Locais de instalacdo do experimento, preparo do solo e tratos culturais

Os ensaios em campo foram conduzidos em dois locais diferentes na area
experimental da fazenda Muquém (21°12'13.7"S, 44°5850.3"W e 21°12'11.6"S
44°59'10.8"W) da Universidade Federal de Lavras, Minas Gerais, com altitude média de 918
m, temperatura e umidade relativa média de 24,85 °C e 69,89 % e uma precipitacdo média
acumulada durante os meses de dezembro-mar¢o de 954 mm. Foi avaliada uma area durante o
ano 2016 e duas areas diferentes no ano 2017. Em cada area, o solo foi preparado para o
plantio com aragédo e gradagem. Foram feitas duas aplicacGes de adubo, no plantio com NPK
(08-28-16) na quantidade de 500 kg/ha e uma adubacéo de cobertura parcelada em duas nos
estadios V3 e V6 com NPK (20-00-20) na quantidade de 140 kg/ha. Além disso, foram feitas
aspersdes de herbicidas pds-emergentes para eliminacéo de plantas competidoras e aplicacGes
de inseticidas para o controle de insetos. Foram semeadas sementes de milho hibrido DKB
390 PRO 2 no comeco do periodo chuvoso na regido. As parcelas experimentais foram
compostas por 12 m? totalizando 4 linhas com comprimento de 5 metros e espacamento entre

linhas de 0,6 metros. O delineamento experimental foi em blocos casualizados.

4.2 Ensaio 1 - Composic¢éo e inoculagao dos tratamentos no campo

Se estabeleceram 6 tratamentos (Tabela 1) com 4 repeti¢bes, cada tratamento foi
aplicado duas vezes (Figura 1): um no estadio vegetativo (V9-V10) e outro no estadio
reprodutivo (R1).

Foi utilizado o isolado BioUFLA-2 (Bacillus subtilis), como agente de controle
bioldgico. Este foi reativado em meio YPD solido (10 g extrato de levedura, 20 g peptona
bacterioldgica, 20 g dextrose, 20 g agar e 1 L de agua destilada) ate sua respectiva formagéo
de coldnias tipicas em dois dias a 28 °C. Em seguida o isolado foi incubado em meio liquido
YPD (10 g extrato de levedura, 20 g peptona bacteriologica, 20 g dextrose e 1 L de agua
destilada) por 72 horas sob agitagdo de 150 RPM a 27 °C. O produto obtido foi diluido com
agua destilada estéril até conseguir uma concentragio de 10® enddsporos/mL com ajuda de
uma camera de Neubauer. O produto concentrado foi aplicado em campo com volume de
calda de 200 L/ha.
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Foi usado o fungicida comercial “PrioriXtra” da Syngenta Protecdo de Cultivos, que
tém como ingrediente ativo a mistura de duas moléculas quimicas (Azoxistrobina +
Ciproconazol). A aplicacdo do produto em campo foi com o volume de 250 mL/ha do
principio ativo e o volume de aplicagdo em 200 L/ha.

Para os tratamentos controle foi aplicado agua destilada durante os dois estadios
fenoldgicos, no entanto também se usou o meio de crescimento liquido da bactéria YPD
estéril como um controle positivo.

Todos os tratamentos foram aplicados com um cilindro compressor de CO? por
aspersdo em jato de bico cone. Antes da aplicacdo dos tratamentos no campo, foram

adicionados 0,5% de 6leo mineral em cada volume final.

Tabela 1- Tratamentos aplicados no campo e estadios fenoldgicos correspondentes.

ESTADIOS FENOLOGICOS
TRATAMENTOS

V9-V10 R1
T1 - (Agua + Agua) Agua Agua
T2 — (Fungicida. + Bacillus subtilis) Fungicida BioUFLA2
T3 - (Fungicida + Fungicida) Fungicida Fungicida
T4 — (Bacillus subtilis + Bacillus subtilis) BioUFLA2 BioUFLA2
T5 — (Bacillus subtilis + Fungicida) BioUFLA2 Fungicida
T6 — (YPD + YPD) YPD YPD

4.2.1 Inoculacéo do patégeno Fusarium verticillioides

Foi selecionado o isolado F425 de F. verticillioides da colecdo micol6gica da
Embrapa Milho e Sorgo (LANZA et al., 2014). O patogeno foi reativado em meio BDA
(Batata-Dextrose-Agar) e incubado em BOD até sua respectiva formacao de micelio tipico a
27 °C durante sete dias. A inoculacdo do patogeno (FIGURA 1) se realizou dez dias apos a
emissdo do estilo-estigma. Foi calibrada a concentragdo de 1x10° conidios/mL do patdgeno
em camera de Neubauer e com uma seringa e agulha foram aplicados 5 mL da suspensdo na

base do estilo estigma de cada planta de milho em todos os tratamentos (MENDES, 2009).
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4.3 Coleta de amostras de folhas e espigas

Foram realizadas trés coletas (FIGURA 1) para cada uma das areas avaliadas durante
0 ano 2016-2107; a primeira foi feita antes da aplicacdo do primeiro tratamento, entre os
estagios fenoldgicos V9-V10. A segunda coleta foi realizada antes da segunda aplicacdo do
segundo tratamento no estadio fenoldgico R1. Nestas duas coletas foram amostradas as folhas
de insercdo mais alta das espigas em trés pontos distintos (trés plantas) nas duas linhas
centrais de cada parcela. Com ajuda de um molde de 5 cm? foram coletadas amostras no
centro das folhas nos dois lados da nervura central até completar 10 g.

A terceira coleta foi feita aproximadamente 40 dias antes da colheita das espigas,
entre o estagio fenolégico R3-R4. Foram selecionadas as Ultimas espigas em trés pontos
distintos (trés plantas) nas linhas do meio de cada bloco, utilizando um perfurador de meia
polegada (20 mm?) como molde. Em cada espiga dois pontos opostos da mesma foram
amostrados até atingir o sabugo (FIGURA 1).

Em cada coleta, foram selecionas diferentes plantas para a obtencdo das amostras,
sendo as plantas da segunda coleta diferente a primeira coleta e a terceira coleta diferente a
segunda e primeira coleta. Cada planta foi selecionada de forma aleatoria e as amostras
recolhidas foram processadas e armazenadas no laboratério de controle biol6gico da

Universidade Federal de Lavras do departamento de Fitopatologia.

Figura 1 - Epoca de aplicacdo dos tratamentos, coleta das amostras nos diferentes estadios
fenoldgicos da cultura e inoculagéo de F. verticillioides.
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4.4 Ensaio 2 — Isolamento de fungos e bactérias do filoplano

4.4.1 Fungos totais

Foram pesados com auxilio de uma balanca analitica 10 g de folhas de cada amostra
coletada e num almofariz de ceramica adicionaram-se 5 mL de agua destilada autoclavada.
Posteriormente, cada amostra foi macerada com um pistilo desinfestado com alcool 70 % e
flambado.

Do produto macerado, partindo de uma concentracdo inicial (107) foram feitas
diluicdes seriadas até chegar a uma concentragdo de 10 onde 100 pL de cada diluicdo foram
plaqueados em triplicata no meio BDA + Sulfato de Estreptomicina (1000 ppm). As placas
foram incubadas em temperatura ambiente durante cinco dias. Apds o periodo de incubacéo
um numero similar de colbnias fungicas diferentes (cor, formato da coldnia) cultivaveis em

meio BDA foram selecionadas ao acaso em cada tratamento (ZANOTTO et al., 2016).

4.4.2 Bactérias totais

Foram pesados com auxilio de uma balanca analitica 10 g de folhas de cada amostra
coletada e em um almofariz de cerdmica adicionaram-se 5 mL de agua destilada autoclavada.
Posteriormente, cada amostra foi macerada com um pistilo desinfestado com alcool 70 % e
flambado.

Do produto macerado, partindo de uma concentragdo inicial (107Y) foram feitas
diluicdes seriadas até chegar a uma concentragdo de 10 onde 100 pL de cada diluicdo foram
plaqueados em triplicata no meio NA (Nutriente Agar). As placas foram incubadas em
temperatura ambiente durante dois dias, finalizado este periodo foram repicadas e
selecionadas ao acaso colonias diferentes (cor, formato da colonia) cultivaveis em meio NA
em cada tratamento (ZANOTTO et al., 2016).

4.4.3 Bactérias produtoras de enddsporos

Foram pesados com uma balanca analitica 10 g de folhas de cada amostra coletada e

em um almofariz de ceramica adicionaram-se 5 mL de &gua destilada autoclavada.
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Posteriormente, cada amostra foi macerada com ajuda de um pistilo desinfestado com alcool
70 % e flambado.

Do produto macerado, partindo de uma concentragdo inicial (10) foram feitas
diluicbes seriadas até chegar a 10, logo as amostras foram levadas ao banho de maria
durante 10 minutos a uma temperatura de 80 °C. Da concentragdo 10, 100 uL de cada
diluicdo foram plaqueados em triplicata no meio NA (Nutriente Agar). As placas foram
incubadas em temperatura ambiente durante dois dias, finalizado este periodo foram,
repicadas e selecionadas coldnias diferentes (cor, formato da col6nia) cultivaveis em meio NA
ao acaso em cada tratamento (ZANOTTO et al., 2016).

4.5 Purificacao e preservacao de microrganismos

Terminado o isolamento e selegcdo dos fungos e das bactérias cultivaveis do filoplano
de plantas de milho, foi feita a preservacdo de cada microrganismo. Para fungos foi utilizado
0 meio BDA + sulfato de estreptomicina (1000 ppm) e para bactérias meio NA. Estes
microrganismos foram incubados durante sete e trés dias respectivamente em temperatura
ambiente. Finalizado este periodo as bactérias foram criopreservadas e armazenadas no
freezer a —80 °C em meio Peptona — Glicerol 15% em tubos eppendorf de 1,5 mL
(ALMEIDA, 1998). Para os fungos foram extraidos discos de 5 mm do meio BDA com o
micélio e armazenados em tubos eppendorf de 1,5 mL na geladeira a 4 °C até o posterior uso

e avaliacdo.

4.6 Ensaio 3 — Selecdo e avaliagdo in vitro dos possiveis agentes de biocontrole em gréos

de milho canjica

4.6.1 Inoculagdo do patdgeno uma semana ap6s do antagonista

Os isolados obtidos na etapa anterior foram avaliados no laboratorio de controle
biolégico da Universidade Federal de Lavras, onde se realizaram testes para conhecer a
possivel atividade antag6nica contra F. verticillioides (F425) em grdos de milho canjica. Os
microrganismos foram reativados e cultivados em placas de Petri 90 mm com meio de cultura
para fungos e leveduras (BDA + Sulfato de Estreptomicina a 100 ppm) e para bactérias (YPD

solido). Foram usados100 L de cada bacteria criopreservada anteriormente no meio Peptona
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— Glicerol (15%) e plaqueadas no meio YPD so6lido. As bactérias foram incubadas a 27 °C
durante dois dias numa BOD sem fotoperiodo. Para os fungos e o patdgeno, discos de BDA
com micélio, os quais foram preseverados e armazenados na geladeira, foram reativados no
meio BDA + Sulfato de Estreptomicina (1000 ppm), incubados a 27 °C durante 5 dias com
um fotoperiodo de 12 horas.

Gréos de milho canjica foram desinfestados superficialmente em alcool (70% v/v)
por 30 segundos, seguido por uma imersdo em hipoclorito de sédio (2,0% v/v) durante 2
minutos e finalizando com trés lavagens em agua destilada autoclavada. Apos a desinfestacéo,
0s grdos foram secados em uma camara de fluxo laminar horizontal durante 12 horas e

armazenados em sacolas de papel esterilizadas até 0 momento da utilizacéo.

Para o inicio do ensaio, 40 grdos de milho canjica previamente desinfestados foram
transferidos a cada placa de Petri de 90 mm contendo o possivel agente de biocontrole (fungos
ou bactérias). Logo, cada placa foi agitada manualmente durante 10 segundos e dez grdos de
milho canjica foram transferidos para quatro placas de petri de 90 mm contendo agar agua
(5%) e um papel filtro estéril umedecido. Foram estabelecidas quatro repeticGes para cada
microrganismo, as placas foram armazenadas numa BOD durante 7 dias a uma temperatura de
28°C sem fotoperiodo. Ao completar o ultimo dia incubacdo, se aplicou em cada grdo do
milho canjica 100 pL do patégeno F. verticillioides a uma concentragdo 10° conidios/mL
contendo uma gota de Tween ® 80 (para cada 100 mL do volumem aplicado). As placas
foram deixadas por 7 dias na BOD a uma temperatura de 28 °C sem fotoperiodo. Para evitar a
perda de umidade cada placa foi fechada com papel filme.

Para as bactérias e leveduras uma semana depois da inoculacdo do patogeno, foi
avaliada a severidade em cada grdo de milho canjica, atribuindo uma nota de infeccdo de 0 até
4, sendo 0 auséncia de micelio, 1 para 1% a 25%; 2 para 26% a 50%; 3 para 51% a 75% e 4
para 76% a 100% (MACHADO et al., 2013).

Para os fungos, uma semana depois da inoculacdo do patdgeno foi avaliada a
incidéncia (numero de conidios) de F. verticillioides em cada repeticédo, os dez grdos de milho
canjica foram transferidos para um tubo de ensaio contendo 5 mL de agua seguido de uma

agitacdo manualmente durante 10 segundos, apds agitacdo foi feita uma diluicdo a 10 A
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diluigdo foi homogeneizada durante 20 segundos com um Vortex e uma aliquota de 200 pL
foi transferida para uma camera de Neubauer, onde foi feita a contagem dos conidios de F.
verticillioides presente na amostra e transformados a escala de Log 10. Nesta etapa 0s
melhores isolados que tiveram a maior atividade de biocontrole do patégeno, foram

selecionados para continuar com o proximo teste.

4.6.2 Inoculagdo simultanea do antagonista e o patdgeno

Neste teste os isolados que tiverem a maior atividade de biocontrole no screening
anterior, foram avaliados de forma mais rigorosa em um teste de inoculagdo simultanea junto
ao patdégeno. A metodologia foi seguida conforme ao item anterior 4.6.1, onde apenas a
inoculacdo do patdgeno e antagonistas aconteceu ao mesmo tempo (simultaneamente). Neste
teste os isolados que tiveram a melhor resposta de controle do patdgeno foram selecionados

para continuar com o proximo teste.

4.7 Ensaio 4 — ldentificacdo dos principais mecanismos de acdo envolvidos pelos

microrganismos

Finalizada a etapa anterior foi identificado o principal mecanismo de agdo envolvido
pelos antagonistas selecionados, seja pela capacidade de producdo de antibidticos ou

competicdo pelo espaco e nutrientes.

4.7.1 Avaliacdo da producao de possiveis antibioticos pelos microrganismos

antagonicos

A capacidade de producdo de antibidticos in vitro por parte dos antagonistas, foi
avaliada mediante o confronto direto dos microrganismos em meio de cultivo BDA. As
bactérias, fungos e leveduras obtidas no teste anterior, foram selecionadas e reativadas
novamente a partir de culturas puras em cada meio de cultura diferencial solido (BDA e
YPD).

As bactérias e leveduras foram cultivadas em meio YPD e BDA respectivamente, por
48 h a 28 °C sem fotoperiodo. Finalizado este tempo uma amostra de cada col6nia bacteriana

e das leveduras foram transferidas com alga de platina para um Erlenmeyer contendo 50 mL
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do meio liquido YPD e incubadas a 28 °C durante 24 h em Shaker rotativo a 250
rotagGes/min. Finalizado este periodo, foi ajustada a concentragio de 10* células/mL, com
uma Camara de Neubauer para leveduras e para bactérias uma absorbancia de 0,4 medida em

espectrofotbmetro a 620 nm.

Para as bactérias e leveduras em uma placa de Petri de 9 mm, 10 mL do meio BDA
foram vertidos, e apds o resfriamento do meio, 100 puL do patdégeno F. verticillioides na
concentragdo 1x10° conidios/mL calibrados em uma Camara de Neubauer e plaqueados com
alca de Drigalski. Ap6s secagem da suspensdo, 5 pL de cada microrganismo foram
inoculados em nove partes diferentes em cada placa de Petri e incubados em BOD a 25 °C
com um fotoperiodo de 12 h durante sete dias. Ao final do sétimo dia, foi avaliada a
existéncia de formacdo do halo de inibicdo por parte dos microrganismos quando sdo
comparados com o controle (inoculacdo com 5 pL de agua destilada autoclavada na mesma
placa), foram estabelecidas 4 repeticdes para cada microrganismo com duas réplicas no

tempo.

Para os fungos, um disco de 5 mm de cada antagonista de forma individual foi
transferido para um extremo de cada placa de Petri contendo 10 mL do meio BDA, no outro
extremo foi posicionado um disco do patdgeno F. verticillioides. As placas foram incubadas
em BOD a 25 °C com fotoperiodo de 12 h durante 10 dias. Ap6s o ultimo dia, foi avaliada a
formacédo de halo de inibicdo e a existéncia de micoparasitismo por parte dos microrganismos
quando sdo comparados com o controle (placas apenas com o patdgeno). Foram estabelecidas
trés repeticOes para cada tratamento com trés réplicas no tempo (DA SILVA, 2007).

4.7.2 Determinacdo do NOI entre os antagonistas e F. verticillioides

O indice de sobreposi¢édo do nicho (NOI), foi determinado para avaliar a capacidade
de utilizacdo de 17 fontes diferentes de carbono e nitrogénio (dextrin, D-fructose; D-
galactose; a-D-glucose; D-raffinose; D-melobiose; sucrose; L-aspartic acid; L-glutamic acid;
L-histidine; L-phenylalanine; L-leucine; L-proline; L-threonine; L-alanine; L-serine; and L-
arginine) presentes no milho (nicho), entre os antagonistas selecionados anteriormente no
teste de antibioses e o patdgeno F. verticillioides (MARIN et al., (1998) e avaliadas por
CAVAGLIERI et al., (2004) e KRAUS et al., (2004).
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Os microrganismos antagonicos foram cultivados em meio de cultura YPD para
bactérias a 28 °C durante 2 dias sem fotoperiodo e para os fungos e o patdgeno BDA por 12
dias a 25 °C com fotoperiodo de 12h. De cada fonte de carbono e nitrogénio 33,33 pL foram
incorporados individualmente nos pocos de uma placa ELISA a uma concentragdo de 10 mM,
além disso uma aliquota de 300 pL de cada agente de biocontrole foi inoculado
separadamente em cada po¢o numa concentracdo tanto para bactérias e fungos de 0,4 de
absorbancia medida num espectrofotémetro a 620 nm. Para o patogeno F. verticillioides uma
suspensdo de 300 pL a uma concentragdo de 1x10° conidios/mL foi inoculado
individualmente em cada poco da placa contendo as diferentes fontes de nutrientes
(CAVAGLIERI et al., 2004; FOX ,1980). As placas foram fechadas e incubadas a 25 °C em
BOD em escuro durante 3 dias e foram feitas leituras de absorbéncia usando um leitor de
microplaca no comeco do ensaio e depois de 24, 48 e 72 h a 490 nm (atividade mitocondrial)
e 750 nm (crescimento micelial). Os testes foram realizados em triplicata e os valores de

absorbancia foram analisados separadamente (KRAUS et al., 2004).

Para conhecer a similaridade do nicho ecol6gico dos microrganismos pela captacao
das diferentes fontes de carbono e nitrogénio, foi utilizado a seguinte formula:

oI nimero de fontes de carbono e nitrogénio em comun entre o antagonista e F.verticillioides

nimero total das fontes utilizadas porF.verticillioides

Se no resultado o NOI for > 0,9 representara competicdo por nutrientes e espaco
entre 0s microrganismos antagonicos e o patdégeno. Mas se o NOI for <0,9 representard
ocupacdo de nichos separados (MARIN et al.,1998; CAVAGLIERI et al., 2004 e KRAUS et
al., 2004).

4.8 Alteracdes celulares nos antagonistas e o patégeno por microscopia de varredura no

teste de antibioses e competicéo

As bactérias e fungos obtidos no teste de confrontacdo direta dos antagonistas e o
patdgeno foram selecionados e reativados novamente a partir de culturas puras em cada meio

de cultura solido. As bactérias foram cultivadas em meio YPD e os fungos e o0 patdgeno em
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BDA por 48 h a 28 °C sem fotoperiodo. Uma amostra de cada col6nia bacteriana foi
transferida com alca de platina para um Erlenmeyer contendo 50 mL do meio liquido YPD e
incubadas a 28 °C durante 24 h em Shaker rotativo a 250 rotagdes/min. Finalizado este
periodo, nas bactérias foi ajustada uma concentracdo a 0,4 medida em espectrofotdmetro a
620 nm. Em uma placa de Petri de 9 mm, 10 mL do meio BDA foram vertidos, e apds do
resfriamento do meio, 100 pL do patdgeno F. verticillioides na concentragdo 1x10°
conidios/mL calibrados em uma Camara de Neubauer foram plagueados com alca de
Drigalski. Apds secagem da suspensdo, 10 pL da concentracdo de cada bactéria foram
inoculados em trés em posic¢des diferentes numa placa de petri e incubados em BOD a 25 °C
com fotoperiodo de 12 h durante sete dias. Para os fungos, um disco de 5 mm de cada
antagonista de forma individual foi transferido para um extremo de cada placa de Petri
contendo 10 mL do meio BDA e no outro extremo foi posicionado um disco do patdgeno F.
verticillioides. As placas foram incubadas em BOD a 25 °C com fotoperiodo de 12 h durante
sete dias estabelecendo trés repeti¢cdes para cada tratamento.

Ao final do sétimo dia, foi confirmada a existéncia de formacéo do halo de inibicdo
por parte dos microrganismos quando sdo comparados com o controle (inoculagdo com 10 pL
de &gua destilada autoclavada numa placa de petri contendo meio BDA) e a zona de interacdo
do micélio nos fungos. Estas placas foram levadas para preparacdo e observacdo em
microscopio eletrbnico de varredura, no Laboratério de Microscopia de Precisdo do

Departamento de Fitopatologia, da Universidade Federal de Lavras, MG.

Para cada microrganismo foram cortados discos de 0,5 cm do meio BDA contendo o
antagonista e o patdégeno ao redor da zona de interacdo do micélio dos fungos e o halo de
inibicdo das bactérias. Esses discos foram fixados em solucdo de Karnovsk modificado
(glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 2% em
tampdo de cacodilato de sdédio 0,05 M, CaCl2 0,001 M, pH 7,2) durante

24 h antes da preparacgéo e lavadas duas vezes em agua destilada autoclavada.

Todas amostras foram desidratadas usando acetona em serie a uma concentracgéo de:
30%, 50%, 70%, 90% e 100% por trés vezes e depois levadas para o aparelho de ponto
critico. As amostras obtidas foram montadas em suportes de aluminio tipo stubs contendo

uma fita de carbono dupla face posicionada sobre uma porcdo de papel de aluminio e coberto
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com ouro. Essas amostras foram armazenadas em caixas plésticas contendo silica para reter a
umidade até posterior avaliagdo. As observacGes foram feitas em microscopio eletrénico de
varredura LEO EVO 40XVP e diversas imagens foram geradas e registradas digitalmente em
aumentos variaveis para cada amostra nas condi¢des de trabalho de 20Kv e distancia de
trabalho de 9 a 11 mm (VINEET & GUPTA, 2004; ALVES, 2003; MEDEIROS et al., 2012).

4.9 Caracterizacao filogenética e identificacao das bactérias antagonicas

A caracterizacdo filogenética das bactérias B100 e B45,2 foi determinada pela
analises de sequencias do gene 16S rRNA no laboratério de biologia molecular da
EMBRAPA meio ambiente em Jaguaritna-SP. Uma amostra de cada bactéria foi transferida
para uma placa de petri contendo meio YPD e incubada em BOD a 28 °C com fotoperiodo de
12 h por 48 horas. De col6nias puras de cada bactéria foi feita a extracdo do DNA genémico
usando o kit de extragdo com o protocolo estabelecido pela Invitrogen (PureLink Genomic
DNA Mini Kit).

O gene 16S rRNA foi amplificado por Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR)
usando um conjunto de primers 27F (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e 1492R (5°-
TACGGCTACCTTGTTACGAC-3"). A PCR foi realizada usando um termo ciclador Veriti™
de 96 pocos (Applied Biosystems) contendo as reacdes (25 pL) de: 1 pL do DNA (10 ng)
extraido anteriormente, 2.5 pL do buffer PCR 10x (200 mM Tris-HCI) com pH 8.4, 500 mM
de KCI, 1.5 pL de MgCl. (50 mM), 0.25 pL da mistura de dNTP (10 mM de cada dATP,
dCTP, dGTP e dTTP), 0.5 uL de cada primer (10 uM), 0.3 uL da Tag DNA polimerase e
finalizando com 18.45 uL de agua ultrapura. O ciclo da PCR foi estabelecido da seguinte
forma: (1) 94 °C por 2 min.; (2) 35 ciclos a 94 °C por 1 min., 55 °C por 1 min e 72 °C por 2
min e (3) 72 °C por 10 min (WHITE et al., 1990).

Os produtos obtidos pela PCR foram purificados pelo kit estabelecido com o
protocolo da Wizard SV Gel e pelo Kit da PCR Clean-Up System (Promega) e finalmente
quantificados usando um fluorimetro Qubit 2.0 da Invitrogen. Os fragmentos da PCR obtidos
anteriormente foram sequenciados utilizando Sanger Sequencing — 3500 Genetic Analyze,
usando o kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems). Cada reagao
continha (10 pL): 1.0 pL da PCR template (35 pg), 2 pL do 5x BigDye Terminator
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Sequencing Buffer, 1.6 uL de cada primer (5 pmol), 1 pL de Ready Reaction Premix Big Dye
e finalmente 4.4 mL de agua ultrapura. Os parametros do ciclo foram estabelecidos da
sequinte forma: (1) 96 °C por 1 min, (2) 35 ciclos a 96 °C por 15 seg, 50 °C por 15 seg e 60
°C por 4 min. O conjunto de primers usados foram: 27F (5°-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’), 357R (5’-CTGCTGCCTYCCGTA-3’), 704R (5°-
AGATTTTCCGACGGCAGGTT-3’), 704F (5’-GTAGCGGTGAAATGCGTAGA-3"),
1114R (5’-GGGTTGCGCTCGTTGC-3") ¢ 1492R (5’-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-
3%).

Para o alinhamento das sequéncias do gene 16S rRNA foi usado o programa
CLUSTALMW e para a construcdo da arvore filogenética foi utilizado o software MEGA 7.0
(KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016). Estas sequencias foram comparados com outras
sequencias correspondentes ao género Bacillus e Burkholderia estabelecidas no banco de
dados do GenBank usando o servidor EzBioCloud (YOON et al., 2017). As arvores
filogenéticas foram feitas usando os métodos de maxima parsimonia (MP) (FITCH, 1971),
méaxima verossimilhanca (ML) (FELSENSTEIN, 1981), e juncdo vizinha (NJ) (SAITOU;
NEI, 1987) com o software MEGA (versdo 7.0).

4.9.1 Caracterizacao filogenética e identificacdo dos fungos antagonistas

Para cada fungo foi realizada a caracterizacdo morfoldgica (dados ndo inclusos) no
laboratério de Micologia do departamento de fitopatologia da UFLA, identificando as
principais carateristicas morfolégicas de cada microrganismo. A identificacdo filogenética

ainda esta sendo realizada.

4.10 Analises estatisticas

Os valores obtidos em diferentes experimentos foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA) e as variaveis significativas no teste F foram comparadas pelo teste de
Tukey (P <0,05) e pelo teste de Scott Knott (P <0,001).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Isolamento de fungos e bactérias do filoplano

Foram isolados 140 bactérias e 100 fungos provenientes do campo durante os dois
anos de avaliacdo da pesquisa (2016 - 2017). Este foram preservados em meio seletivo
especifico para cada microrganismo. Estes microrganismos foram selecionados ao acaso por
caracteristicas morfoldgicas diferentes (cor, formato da colénia) e um nimero homogéneo de
microrganismos foi escolhido em cada tratamento. Foi atribuido uma identificacdo especifica
a cada fungo e bactéria obtida no campo, permitindo conhecer o tipo de tratamento aplicado
que deu a origem ao microrganismo isolado. O efeito de diferentes aplicagfes foliares
(quimicas e/ou bioldgicas) para o controle de doencas em diferentes plantas, como milho
(PEREIRA et al., 2010), cacau (MELNICK et al., 2008), uva (HAIDAR et al., 2016), abacate
(DUNLAP et al.,2017) e pepino (DU et al.,, 2017) tem sido estudadas. Alguns desses
trabalhos tem demostrado que comunidades microbianas de fungos e bactérias nativas
presentes no filoplano e rizoplano podem controlar de forma natural diferentes doencas nas
plantas (MELNICK et al., 2008; HAIDAR et al., 2016; FIGUEROA et al., 2016). No entanto
poucos estudos tém comprovado o efeito que tem essas aplicagdes foliares na diversidade de
fungos e bactérias do filoplano e a possivel capacidade de biocontrole e selecdo desses
microrganismos antagonicos nativos a Fusarium verticillioides e a outras doencas (PEREIRA
et al.,2010).

5.2 Selecdo e avaliagdo in vitro dos possiveis agentes de biocontrole em gréos de

milho canjica

Neste estudo, os melhores microrganismos foram selecionados por meio de um
agrupamento de medias pelo teste de Scott-Knott. Uma técnica de screening nova e pouco
adotada foi usada para testar diferentes microrganismos isolados do filoplano no milho e que
tem como origem as combinagdes de diferentes tratamentos foliares (quimico e/ou bioldgico)
e que foram avaliados em sementes de milho canjica (ETHUR et al., 2014,
SARAVANAKUMAR et al., 2017). Esta técnica de isca permitiu isolar microrganismo de
folhas, espigas e grdos com efeito de controle a F. verticillioides de forma rapida e simples.
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No entanto outros tipos de screening tém sido eficientes para o isolamento de microrganismos
com bioprospecgdo de controle a F. verticillioides e a outras doencas, porém muito deles séo
demorados e dificeis de realizar sendo necessarios reagentes e equipamento de alto custo
(FIGUEROA et al., 2014; CAVAGLIERI et al., 2004). Por outro lado, poucos estudos tém
usado isto como técnica inicial de screening e tém comprovado a capacidade real de
biocontrole que tem os antagonistas diretamente no nicho (semente) quando sdo testados
contra o patogeno (ZANOTTO et al., 2016; VERA et al., 2016). Duas técnicas de screening
foram avaliadas, uma foi a inoculagdo do patdgeno uma semana depois dos antagonistas e a
outra foi a inoculagdo simultanea dos antagonistas e o patdgeno nas sementes. Foi observado
que a segunda técnica é muito mais eficiente, rigida e mais exigente ao possivel antagonista,
permitindo conhecer microrganismos que no primeiro screening mostraram-se bons, mas que
no segundo screening ndo conseguiram controlar ao patdégeno. Além disso foi possivel
evidenciar que os microrganismos que conseguiram controlar a F. verticillioides nos dois
tipos de screening sdo os melhores antagonistas, pois geram uma acao preventiva (quando
inoculado anteriormente ao patdgeno) e competitiva por nutrientes (quando inoculado

juntamente com o patogeno).

No primeiro screening das bactérias (FIGURA 2) foram gerados seis tipos distintos
de agrupamentos de medias (a-f) com P < 0.001 e F: 40,17. No entanto s6 foi escolhido o
agrupamento (a) com escala de severidade de < 1.5. Neste agrupamento 60 bactérias foram
selecionadas. Dentro deste agrupamento foi encontrado o controle positivo B. subtilis

(BIOUFLAZ2) inibindo o crescimento do patogeno.
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Figura 2 - Separacdo de medias nas bactérias isoladas no teste Scott-Knott no primeiro
screening de inoculacdo de F. verticillioides sete dias apds a inoculacdo dos antagonistas.
Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott com
valor de p < 0.001.
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Estas bactérias foram levadas ao seguinte screening de inoculacdo simultanea. As 60
bactérias selecionadas foram tratadas simultaneamente com o patdégeno nos grdos de milho
canjica. No entanto agora neste teste s6 34 foram capazes de controlar a F. verticillioides. No
teste de Scott-Knott foram gerados trés agrupamentos distintos (a-c) com P < 0.001 e F: 16,64
(FIGURA 3), no entanto sé foi escolhido o agrupamento “a”, com severidade de 1 até 2,2.
Neste segundo screening observou-se que o controle positivo BIOUFLA2 nédo teve efeito no
controle de F. verticillioides recebendo como nota de severidade 5. No entanto este resultado
nos permitiu corroborar que as bactérias que tiveram efeito de controle do patdgeno e que tem
como origem a aplicagdo do tratamento usando B. subtilis sdo distintas & bactéria aplicada,
sendo entdo estas novas bactérias isoladas com efeito comprovado de controle a F.
verticillioides. No que concerne ao tempo de aplicacdo do agente antagdnico (BIOUFLAZ2)
observa-se que € necessario um tempo de estabelecimento da bactéria na semente antes de
inibir o crescimento do patdgeno. Sendo isto uma medida preventiva que permite o

estabelecimento do microrganismo para que assim consiga controlar a doenca.

29



SEVERIDADE

Figura 3 - Separagdo de medias nas bactérias isoladas no teste Scott-Knott no segundo
screening de inoculacdo do antagonista simultaneamente a F. verticillioides. Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott com valor de P <
0.001.
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Foram isolados 100 fungos e no primeiro screening resultaram quatro tipos de
agrupamentos distintos (a-d) no teste de Scott-Knott, com P < 0.001 e F: 11,19 (FIGURA 4).
No entanto, s6 22 fungos conseguiram controlar ao patdgeno e tiveram um namero de
conidios igual a zero na escala de Log 10. Estes microrganismos foram selecionados e

levamos para o segundo screening.
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Figura 4 - Separagdo de medias nos fungos isolados no teste Scott-Knott no primeiro
screening de inoculacdo de F. verticillioides sete dias apds dos antagonistas. Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott com valor de P <
0.001.
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FUNGOS

Ja quando foram inoculados simultaneamente esses 22 fungos com F. verticillioides,
foram selecionados apenas 13 fungos que controlaram ao patégeno com P < 0.001 e F: 541,18
(FIGURA 5). Foram gerados 17 agrupamentos distintos (a-q) em numero de conidios na
escala de Log 10, no entanto s6 foram escolhidos os agrupamentos até a letra K. Isto ocorreu
devido a que depois desse grupo foi tomado o controle positivo BIOUFLA2 como limite de
padrdo de escolha, j& ndo teve efeito de controle do patdgeno quando € comparado com 0s
outros agrupamentos. Encontrando-se de novo que é necessario um tempo de estabelecimento

da bactéria na semente para que possa ter efeito de controle do patdgeno na semente.
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Figura 5 - Separacdo de medias nos fungos isolados no teste Scott-Knott no segundo
screening de inoculacdo do antagonista simultaneamente a F. verticillioides. Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott com valor de P <
0.001.
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FUNGOS

Os resultados de selecdo in vitro dos agentes antagonicos contra F. verticillioides
mostraram que dentro de um grupo de microrganismos pertencentes a filosfera de plantas de
milho, existem bactérias e fungos com capacidade inibitoria ao patdgeno de forma natural.
Sendo estes microrganismos nativos ocupantes do nicho bioldgico na planta em diferentes
periodos fenoldgicos e que podem ter efeito deletério ao patdgeno. No entanto existem outros
tipos de microrganismos que ndo tem efeito nenhum ao patégeno, muitas vezes sendo estes

microrganismos oportunistas do nicho na planta de milho.

Por outro lado, todas as aplicacdes dos diferentes tratamentos foliares permitiram o
estabelecimento, surgimento ou diminuicdo das bactérias antagbnicas nativas a F.
verticillioides (FIGURA 6) nas plantas de milho. Foi observado que a porcentagem das
bactérias antagonicas a F. verticillioides foi menor quando é aplicado duas vezes o fungicida
quimico nas plantas de milho. Tanto no primeiro (11%) como no segundo (8%) screening isto
quando é comparado com o controle (18 e 8%). Mas quando foi aplicado o tratamento que
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tem como combinacdo duas vezes a B. subtilis, foi gerado a maior porcentual de bactérias
antagobnicas nativas contra F. verticillioides tanto no primeiro (25%) como no segundo (33%)
screening, isto quando é comparado com o controle, sendo entdo este o tratamento que gerou
a maior porcentagem de bactérias antagonicas além da aplicacdo (B. subtilis) contra o
patdgeno. Ja para os tratamentos que tem como combinagdo o fungicida quimico e B. subtilis
resultaram semelhantes quando s&o comparados com o controle, no entanto a primeira
aplicacdo do B. subtilis e depois do fungicida quimico permitiram também o surgimento de

bactérias antagbnicas tanto no primeiro (16%) e segundo (26%) screening (FIGURA 6).

Figura 6 - Porcentagem de bactérias antagbnicas a F. verticillioides presentes no primeiro
screening (inoculacdo de F. verticillioides sete dias apds dos antagonistas) e segundo
screening (inoculacdo simultanea dos antagonistas e o0 patdgeno) em cada tratamento aplicado
no campo.
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A composicdo de fungos antagonistas (FIGURA 7) teve um comportamento similar

ao anteriormente descrito nas bactérias. A maior porcentagem de fungos micelogénicos e
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leveduras com atividade inibitoria a F. verticillioides se apresentou nos tratamentos que tem
como aplicacdo duas vezes B. subtilis, tanto no primeiro (27%) e no segundo (25%)
screening, como também o tratamento que tem como composi¢do: uma primeira aplicacdo de
B. subtilis e depois do fungicida quimico, gerando 22 e 24% de microrganismos antagénicos
respectivamente. Esta proporgdo de antagonistas sempre foi maior quando se compara com 0
controle (13 e 18%) (Figura 7). As aplicac6es do fungicida quimico em duas ocasides geraram
as menores porcentagens de antagonistas presentes nas plantas milho contra F. verticillioides
(Figura 7) no primeiro (8%) e segundo screening (12%) comparados com o controle e 0s
outros tratamentos. Ja os tratamentos que tem como combinacéo o fungicida quimico com B.

subtilis tiveram um comportamento similar ao controle (FIGURA 7).

Figura 7 - Porcentagem de fungos antagdnicos a F. verticillioides presentes no primeiro
screening (inoculacdo de F. verticillioides sete dias ap6s dos antagonistas) e segundo
screening (inoculacdo simultanea dos antagonistas e o patégeno) em cada tratamento aplicado
no campo.
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E possivel evidenciar que dentro de um conjunto de microrganismos presentes no

filoplano do milho, muitos deles ndo tem um efeito significativo de controle a F.
34



verticillioides. No entanto existem outros microrganismos nativos que de forma natural
podem controlar o patdgeno com diversos mecanismos de agdo que neste trabalho foram
identificados (HAICHAR et al. 2008). Essas alteracbes nas composi¢cfes microbianas séo
devidas a fatores bioticos ou abioticos influenciados nas plantas ou no nicho pela acdo do
homem ou natureza (PEREZ et al., 2016; MILLER et al., 1995).

Foi observado que quando foram feitas duas aplicagcdes de B. subtilis nas plantas de
milho a porcentagem de microrganismos antagbénicos nativos (fungos e bactérias) a F.
verticillioides aumentou. Isto possivelmente é devido ao manejo do patdégeno alvo no campo
(dados ndo quantificados) e a atuacdo do produto biolégico gerando um menor impacto nos
microrganismos nativos da filosfera que tem capacidade de controlar ao patdgeno
(SARAVANAKUMAR et al., 2017). A capacidade antagbnica com B. subtilis é geralmente
relatada com a producdo de compostos microbianos inibitdrios de alto espectro (DE JENSEN
et al., 2002). Cavaglieri et al., (2005) conseguiram reduzir a incidéncia de F. verticillioides até
78% quando foram feitas aplicacbes de B. subtilis numa concentracdo de 108 UFC ml™. As
substancias inibitorias produzidas principalmente por esta bactéria sdo os lipopeptidos:
iturina-A, amicoumacina-A, surfactina e fengicina. Estes compostos podem ter atividade
antifungica e antibacteriana intensa quando utilizadas em conjunto ou separadas (MAGET-
DANA et al., 1992).

O género de Bacillus tém sido estudados por ter a capacidade de produzir compostos
que permitem o estabelecimento de quorum sensing nas plantas entre bactérias do mesmo
género ou de forma interespecifica com outras bactérias de género distinto (VLAMAKIS et
al., 2013). Este mecanismo esta baseado na producdo, secrecdo e resposta de pequenos
compostos chamados autoindutores (Al-2, a furanosyl-borate-diester) que geram sinais de
comunicacdo entre 0os microrganismos e que podem ter efeito de controle a doencas nas
plantas. Este autoindutor € comumente produzido por B. subtilis e pelas bactérias gram
positivas (DUANIS et al., 2016). O quorum sensing modula varios processos celulares tais
como fatores de viruléncia, esporulacdo, motilidade, producéo de toxinas e 0 mais importante,
a formacdo de estruturas multicelulares entre as células bacterianas e com outros
microrganismos conhecido como biofilme (KOLTER & GREENBERG, 2006). Na formagé&o
do biofilme existe a producdo de cadeias celulares bacterianas que possibilitam a unido de

matrizes extracelulares permitindo que estas figuem juntas uma com outra, gerando uma
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comunicagdo interespecifica entre os microrganismos, permitindo que agentes antagénicos
possam-se estabelecer no nicho que compartilham favorecendo o controle de doengas nas
plantas (KOBAYASHI, 2007). Essas matrizes consistem em dois componentes:
polissacarideos extracelulares (EPS) e as fibras amiloides (VLAMAKIS et al., 2013). Foi
possivel observar a presenca qualitativa dessas matrizes de conexdes de B. subtilis sobre as
estruturas celulares (hifas e conidios) de F. verticillioides na leitura de microscopia de
varredura (FIGURA 22).

A principal estratégia de controle de F. verticillioides em milho é o uso de fungicidas
quimicos. No entanto a adogdo desta estratégia ndo é eficiente, ja que além de ndo exercer
controle quando se compara com outros tratamentos, pode aumentar a incidéncia o teor de
fumonisinas nos graos do milho (ZANOTTO et al., 2016; JULIATTI et al., 2007). Encontrou-
se que quando eram feitas duas aplicacbes do fungicida quimico a porcentagem de
microrganismos benéficos (fungos e bactérias) no milho diminuiram notavelmente. Esses
dados no presente trabalho indicam que a implementacdo desta estratégia de controle atua
gerando uma reducdo drasticamente desses microrganismos nas areas onde foram aplicadas,
eliminando microrganismos nativos que poderiam controlar e ser promissores contra 0
patégeno. Permitindo a rapida multiplicacdo e livre colonizacdo de outros tipos de
microrganismos que muitas vezes podem ser outros patdégenos (GHINI & BETTIOL, 2005).
O uso de produtos quimicos para o controle de doencas em plantas frequentemente gera
reducdo dos fitopatdégenos, no entanto também produz um impacto negativo nas comunidades
microbianas que estdo associadas as plantas. Essas comunidades microbianas possuem um
papel importante na qualidade e fertilidade do solo e no desenvolvimento de barreiras de
entradas contra patdgenos na filosfera (SARAVANAKUMAR et al., 2017). Alguns trabalhos
tém demostrado que comunidades microbianas presentes no filoplano ou rizoplano podem
favorecer de forma natural o controle dessas doencas quando existe um equilibrio no
microbioma das plantas (DUBEY et al., 2007; GADERER et al., 2015).

Os tratamentos que tiveram a aplicacdo de B. subtilis em combinagdo com o
fungicida quimico e vice-versa, influenciaram no surgimento de possiveis microrganismos
antagbnicos ao patogeno. Isto provavelmente devido a que o produto quimico atua na filosfera
reduzindo todo tipo de microrganismos benéficos como também a Fusarium verticillioides,

permitindo que apos a aplicacdo de B. subtilis, células bacterianas colonizem rapidamente
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esses espacos sem vida gerados pelo fungicida e permita o estabelecimento de possiveis
microrganismos competidores ao patdgeno. No entanto quando foi aplicado primeiro a
bactéria e logo o fungicida se produz um menor impacto na comunidade microbiana, devido a
qgue microrganismos que tinham colonizado anteriormente pela aplicacdo do agente
antagbnico, conseguiram recolonizar novamente esses espacos intracelulares favorecidos pela
aplicacdo do produto quimico. Sendo esta uma caracteristica de sinergia desejada num pacote
integrado de manejo de doencas. Resultados similares foram encontrados por Dubey et al.,
(2007), onde aplicacdes de Trichoderma harzianum ou em combinacdo a um fungicida

quimico (Carboxin) tiveram o mesmo efeito de controle a Fusarium oxysporum.

As comunidades microbianas benéficas conseguem metabolizar rapidamente estes
compostos quimicos permitindo que novas col6nias possam-se estabelecer ou que estas se
recuperem e possam ter um efeito de controle aos possiveis patdgenos. O produto quimico
atua levando a doenca até um limiar econémico de dano permitindo que as populacbes
microbianas atuem rapidamente controlando os vestigios do patdgeno restantes e latentes na
planta (JACOBSEN et al., 2004). De igual forma foi encontrado em um estudo que quando B.
subtilis é aplicado com oxicloreto de cobre ou oxicloreto de benomilo, este fornece muito
mais controle a mancha preta em abacate causado por Pseudocercoscopara purpurea que
quando séo aplicados separados (KORSTEN et al., 1997). Porém estudos com Bacillus sp, em
combinacdo a produtos quimicos para 0 manejo de doencas foliares sd0 muito escassos e a

explicacdo a esse tipo de comportamento ainda ndo € conhecido.

5.3 Identificagéo dos principais mecanismos de acdo envolvidos pelos microrganismos

Os microrganismos resultantes no final do segundo screening (inoculacdo simultanea
dos agentes antagbnicos em conjunto ao patogeno) foram selecionados e o principal
mecanismo de acdo envolvido pelo microrganismo para o controle de F. verticillioides foi

identificado.
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5.3.1 Avaliacao da producéo de possiveis antibidticos pelos microrganismos antagénicos

Ao final do segundo screening foram selecionadas 34 bactérias por ter a capacidade
de controlar a F. verticillioides em sementes de milho canjica quando aplicadas uma semana
antes e simultaneamente ao patdgeno. Estas bactérias foram levadas a um teste qualitativo de
confrontacdo direta junto ao patdgeno e foi avaliada a producao de antibidticos.

Das 34 bactérias isoladas s6 duas bactérias (B45,2 e B100) conseguiram produzir
halo de inibicdo (FIGURA 8.1 e 8.2) contra F. verticillioides. Estas bactérias apresentaram
caracteristicas morfoldgicas bem distintas como também a origem do tratamento aplicado em
campo. A coloracdo da bactéria B45,2 € branca, seca, opaca e gerou um halo de inibicdo com
morte celular do micélio do patégeno de cor vermelho visivel (FIGURA 8.3). Este halo foi
superior ao da bactéria B100, e teve como origem o tratamento T5, o qual é primeiro a
aplicacdo de Bacillus subtilis e depois do fungicida quimico. Por outra parte, a bactéria B100
teve uma coloracdo amarela, viscosa e brilhante. A bactéria apresentou um halo com
circunferéncia perfeita (FIGURA 8.4) e teve como origem o tratamento T3, o qual sdo duas
vezes a aplicacdo do fungicida. O controle positivo a base de B. subtilis (BIOUFLAZ2), gerou
um tipo de pseudo-halo de inibi¢cdo tendo como formato dois tipos de halos (um maior e outro
menor) e apresentou uma cor branco com roxo, viscoso de formato irregular (FIGURA 8.5).
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Figura 8 - Resultado do teste de antibioses nas bactérias (1). Halo de inibicdo gerado pela
bactéria B45,2 (2) e B100 (3). Pseudo-halo gerado por Bacillus subtilis (4 e 5).

Em relacdo aos fungos, dos 13 microrganismos selecionados logo ap6s o segundo
screening, so trés fungos geraram um tipo de resposta de controle visivel contra o patégeno.
Os fungos F8 e F42 (FIGURA 9.1 e 9.2) geraram um ponto de intersecdo com o patdgeno, 0
qual poderia ser explicado com um mecanismo de micoparasitismo. Ja o fungo F46 (FIGURA
9.3) produz um halo de inibicdo visivel possivelmente & base de antibidticos. O fungo F8
(FIGURA 9.1) apresentou uma coloracdo micelial verde e um tipo de esporulacdo granular
amarela. As caracteristicas do fungo F42 (FIGURA 9.2) foram diferentes apresentando uma

massa micelial de cor branca e no ponto de interseccdo com o patdgeno uma coloragao escura.

39



O halo de inibicdo gerado pelo fungo F46 (FIGURA 9.4) sempre foi acompanhado pela
producdo de uma substancia amarela forte brilhante, a massa micelial foi alaranjada e amarela
e 0 espaco entre o patdgeno e o antagonista sempre foi bem distante quando se compara com

0 controle (apenas crescimento do patdgeno em cultura pura).

Figura 9 - Resultado do teste de antibioses e competicdo nos fungos F8 (1) e F42 (2). Halo de
inibicdo gerado pelo fungo F46 (3) e (4) contra F. verticillioides.

Foram identificadas duas bactérias e um fungo no teste placa dual por ter a
capacidade de produzir antibiéticos contra Fusarium verticillioides e dois fungos foram
encontrados gerando um tipo de micoparasitismo ao patégeno no ensaio os quais foram
corroborados na electromicrografia de varredura.
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3.2 Determinacéao do NOI entre os antagonistas e F. verticillioides

O uso das diferentes fontes de carbono e nitrogénio foi diferente em cada
microrganismo. Dentre as bactérias s6 BIOUFLA2 conseguiu usar as mesmas fontes de
nutrientes durante os trés dias (24, 48 e 72h) de avaliacdo semelhante a F. verticillioides, por
tanto o Indice de Sobreposicdo do Nicho (NOI) foi 1 na absorbancia a 490 nm (TABELA
2.1). A bactéria B100 a partir do terceiro dia (72h) de avalicdo conseguiu ter um NOI de 0,94
(TABELA 2.1) sendo este o unico dia no qual a bactéria compete contra F. verticillioides
pelos nutrientes e 0 espaco. J& a bactéria B45,2 ndo conseguiu usar as mesmas fontes de
nutrientes (TABELA 2.1) do patégeno, por tanto durante os trés dias de avaliacdo esta
bactéria representa s6 ocupacdo de nicho separados. Nos fungos o resultado do NOI foi
diferente, dos trés fungos avaliados s6 F42 ndo conseguiu usar o total das diferentes fontes de
nutrientes (TABELA 2.2), representando entdo ocupagéo de nicho diferentes. Os fungos F46 e
F8 conseguiram a partir do primeiro dia (24h) até o ultimo dia de avaliacdo (72h) usar as
mesmas fontes de carbono e nitrogénio ao igual que F. verticillioides, sendo entdo o NOI 1 na
absorbancia a 750 nm (TABELA 2.2) representando competicdo de nicho pelos nutrientes e o

espaco.

Tabela 2 - Resultado do NOI a 490 nm nas bactérias (1) e nos fungos a 750nm (2) durante os
trés dias de avaliacéo.

(1) (2)
NOI NOI
Bactéria 24 48 72 Fungo 24 48 72
B100 0,88 | 0,88 (0,94 | 490 F42 0,23 0,23 0,52 490
B45,2 0,05 | 0,11 | 0,59 F46 1 1 1
BIOUFLA2 1 1 1 F8 1 1 1
NOI NOI
Bactéria 24 48 72 Fungo 24 48 72
B100 0,7 0,88 | 0,88 | 750 F42 0,11 0,17 0,35 750
B45,2 0 0,17 | 0,65 F46 1 1 1
BIOUFLA2 | 0,41 | 0,7 1 F8 1 1 1

Analisando os 17 pocgos individualmente nas placas ELISA pbde-se observar que

cada microrganismo utilizou diferentes fontes de nutrientes entre eles e o patdgeno, logo apds
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24 horas de avaliagdo (FIGURA 10). Diferengas significativas foram encontradas no
crescimento do isolado F8 (FIGURA 10) em comparagdo com outros fungos e o patdgeno.
Este isolado conseguiu usar todos os nutrientes (Dextrin, D-fructose, D-galactose, a-D-
glucose, D-raffinose, D-melobiose, Sucrose, L-aspartic acid, L-glutamic acid, L-histidine, L-
phenylalanine, L-leucine, L-proline, L-threonine, L-alanine, L-serine e L-arginine) em
comum a F. verticillioides para seu crescimento, no entanto ele foi muito mais eficiente e
rapido em capturar e usar esses nutrientes num periodo de 24 horas em comparacdo ao
patdgeno e os outros fungos avaliados. Este espaco de tempo é 0 mais importante devido a
que em condi¢des naturais, quem consiga crescer mais rapido e colonize o nicho de forma
mais eficiente assegura o0 estabelecimento do microrganismo contra outros futuros
hospedeiros (competidores) pelo espaco e 0s nutrientes, sendo esta uma Gtima estratégia no
controle bioldgico de doencas foliares e em grdos. Da mesma forma o fungo F46 usou todas
as fontes de carbono e nitrogénio (FIGURA 10) presentes nas placas ELISA num periodo de
24h, no entanto sé nos nutrientes Dextrin e D-fructose existiram diferencia significativas
guando é comparado com o patdgeno e o fungo F42. N&ao se encontrou significancia no fungo
F42 em comparagdo com o patdgeno na utilizacdo das diferentes fontes de carbono e

nitrogénio.

Figura 10 - Uso das diferentes fontes de nutrientes por cada fungo avaliado em 24h a 750 nm.
Médias seguidas com asteriscos diferem estatisticamente pelo teste de Tukey com valor de P
< 0.05.
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Avaliando os 17 pogos individualmente nas placas ELISA pode-se observar que nas
bactérias cada microrganismo utilizou diferentes fontes de nutrientes logo apds de 24 horas de
avaliacdo (FIGURA 11). Diferencas significativas foram encontradas no uso das fontes de
nutrientes nos tratamentos BIOUFLAZ2 e B100 quando sdo comparados com o controle, B45,2
e F. verticillioides (FIGURA 11). Pode-se observar que estas duas bactérias utilizaram muito
mais rapido os nutrientes (Dextrin, D-fructose, D-galactose, a-D-glucose, D-raffinose, D-
melobiose, Sucrose, L-glutamic acid, L-histidine, L-phenylalanine, L-leucine, L-proline, L-
threonine, L-alanine, L-serine e L-arginine) e foram mais eficientes em crescer nessas
condi¢gbes que os outros tratamentos, no entanto ndo foram encontradas diferengas
significativas no aminoécido L-aspartic acid entre os tratamentos e quando sdo comparados
com o controle. Estes resultados demostram que além destas bactérias serem altamente
eficientes em competir pelos nutrientes presentes no nicho (milho) podem também produzir
antibidticos que inibem o crescimento do patégeno F. verticillioides in vitro. Ja na bactéria
B45,2 diferencias significativas sé foram encontradas nos nutrientes: Dextrin (em comparacdo
a F. verticillioides e o controle) e Sucrose (quando comparado com o controle). Estes
resultados mostram que o principal mecanismo de biocontrole desta bactéria ndo € a
competicdo pelos nutrientes presentes no milho, mas sim pela producdo de compostos
secundarios (antibidticos) com efeito comprovado de inibicdo no crescimento de F.
verticillioides (FIGURA 11). Além disso é possivel evidenciar a preferéncia e a rapida
utilizacdo dos aminoacidos por parte do isolado B100, quando se compara com as outras

fontes de nutrientes(acglcares) presentes na placa de Elisa entre 0s outros microrganismos.
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Figura 11 - Uso das diferentes fontes de nutrientes por cada bactéria avaliada em 24h a 490
nm. Médias seguidas com asteriscos diferem estatisticamente pelo teste de Tukey com valor
de P <0.05.
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O estudo do NOI sugere que o crescimento e uso das fontes de nutrientes
(carboidratos e aminoacidos) entre os antagonistas isolados, B. subtilis e o patdgeno séo
diferentes. Foi observado que F. verticillioides conseguiu utilizar todas as fontes de nutrientes
avaliadas in vitro e que estdo presentes no milho. Além disso, foi evidenciado que néo existe
uma correlacdo entre a producdo de compostos antimicrobianos e 0s mecanismos de
competicdo envolvidos pelos antagonistas (CAVAGLIERI et al., 2004a). Porém, foi
encontrado que o isolado de referéncia como controle positivo BIOUFLA2 e o fungo
Epicoccum nigrum (F46) alem de produzir halo de inibicdo no teste de antibioses, foram
capazes de competir pelo espago e 0s nutrientes contra F. verticillioides a partir do primeiro
dia de avaliacdo (24h) até o ultimo (72h). Estes resultados estdo de acordo aos achados por
Cavaglieri et al., (2004b) onde um isolado de B. subtilis foi capaz de gerar um alto indice de
sobreposicdo de nicho quando foi testado contra F. verticillioides. Se constatou também a
fonte de preferéncia do crescimento do isolado B100 foram os aminoacidos, insto quando se
compara com as outras fontes de nutrientes (agucares) presentes no milho. Este isolado

conseguiu crescer muito mais rapido nas fontes de aminoacidos que o0s outros fungos
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antagonistas. Isto se assemelha ao achado por Morris, (1982) onde comunidades de bactérias
epifiticas apresentaram preferéncia pelos aminoacidos e ndo pelas fontes de carboidratos. A
medida que o tecido ia ficando mais senescente 0s microrganismos eram capazes de usar a
maioria das fontes de carbono e nitrogénio em feijdo. Esta caracteristica nos indica que
microrganismos do filoplano estdo associados a condi¢fes fenoldgicas e meio ambientais que
se apresentam no milho em condi¢fes de campo. Seu ciclo de vida junto ao desenvolvimento
de mecanismos de acdo para o controle de doencas esta correlacionado a fatores externos que
podem favorecer seu crescimento (VIEIRA et al., 2009; DEACON, 1997).

J& nos resultados obtidos com E. nigrum, Lopez et al., (1998) evidenciaram a alta
capacidade de competividade deste fungo quando foi testado com Monilinia laxa pois este
usou a maioria dos nutrientes avaliados, tendo como NOI 0.98. De igual forma o isolado F8
Trichoderma além de gerar micopasitismo teve um alto NOI: Este mecanismo de competicao
tem sido encontrado em diferentes especies de Trichoderma contra diversos fitopatdgenos.
Altos niveis de competitividade estdo relacionados ao tipo espécie que possa ser encontrada,
sendo esta uma caracteristica essencial na selecdo massal de microrganismos (KRAUS et al.,
2004). Além do NOI servir como um teste de identificacdo e caracterizacdo dos compostos
usados por possiveis antagonistas e o0 patdgeno, ele pode ser uma estratégia de screening que
permite identificar novos microrganismos promissores com capacidade de controle de
fitopatdgenos na filosfera (GEANGE et al., 2011; PAMPHILE et al., 2008). Diferentes
estudos com microrganismos fitopatogénicos tem sido conduzido para encontrar novos
microrganismos promissores em diferentes condi¢gfes ambientais de nicho da filosfera e
rizosfera (LA PENNA et al., 2004; MUNIMBAZI & BULLERMAN, 1998; MARIN et
al.,1998). A importancia é devida a que 0s microrganismos que tem um alto indice do NOI >
0.9, sdo microrganismos que quando entram em contato com 0 nicho antes que o patdgeno,
vao ter a capacidade competitiva de colonizacdo nas plantas (MEHL et al., 2011). Por este
motivo no ambiente do filoplano a capacidade de competicdo sera maior quando se apresenta
uma sobreposicdo do agente antagdnico e do fitopatdgeno pelas mesmas fontes de nutrientes
que estdo presentes no hospedeiro. Por tanto a coexisténcia entre 0s microrganismos sera
afetada quando existir maior grau de similaridade filogenética na utilizacdo dos nutrientes.
Isto gera um maior grau de sobreposicdo e 0S microrganismos que apresentam esta

carateristica poderdo ser um objeto importante de estudo (VIERA et al., 2009).
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5.3.3 Alteracdes celulares observadas por microscopia de varredura no teste de
antibioses e identificagdo molecular

No estudo de microscopia de varredura, os fungos e as bactérias geraram alteracGes
celulares no patdgeno, inibindo o seu crescimento e produzindo morte celular das hifas
quando comparadas com o controle (s6 F. verticillioides em cultura pura). Na Figura 12,
pode-se observar o crescimento micelial normal de F. verticillioides em colnias puras no
meio BDA sem a presenca dos antagonistas. Se apresenta a formacao de massas de conidios e
hifas sem nenhuma alteragcdo celular visivel do patégeno. Na Figura 13.1 se observa a
estrutura de um conidiéforo em mono e polifidlide de F. verticillioides e na Figura 13.2 o
desenvolvimento de uma falsa cabeca que tem como agrupamento uma massa de micro

conidios.

Figura 12 — Electromicrografia de varredura em close mostrando uma massa de conidios (A)
e hifas (B) do patogeno F. verticillioides. Barra de escala: 10 um.
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Figura 13 — Electromicrografia de varredura em close de um conidiéforo em mono e
polifialide (1) com barra de escala: 10 um., e a formacdo de uma falsa cabeca (2) de F.

verticillioides, com barra de escala: 2 um.
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Foi realizada a caracterizacdo morfologica deste fungo (dados ndo inclusos) no
laboratério de Micologia do departamento de fitopatologia da UFLA. Este isolado foi
identificado como Trichoderma sp. A identificacdo filogenética ainda esta sendo realizada.

Na Figura 14, é possivel observar a interacdo entre o tratamento F8 e F. verticillioides,
onde claramente se observa o agrupamento exponencial de massas de conidios crescendo
sobre as hifas do patogeno (FIGURA 14). Pode-se distinguir um tipo de degradagdo, murcha e
perda de turgéncia na hifa de F. verticillioides (FIGURA 15.1) por causa de Trichoderma sp,
além de um crescimento micelial aéreo sobre o patégeno em comparagdo ao controle (cultura
pura do patdgeno). Foi encontrado um tipo de enrolamento das hifas do antagonista sob o

micélio do patogeno atrapalhando o desenvolvimento deste no meio BDA (FIGURA 15.2).

Figura 14 — Electromicrografia de varredura mostrando um aglomerado de massas de
conidios do fungo F8 (Trichoderma sp) atacando e crescendo sobre as hifas de F.
verticillioides, Barra de escala: 20 um.
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Figura 15 — Electromicrografia de varredura mostrando a degradacdo, murcha e perda de
turgéncia na hifa de F. verticillioides (16.1) e enrolamento do micélio do fungo F8 sobre o
patdgeno (16.2). Barra de escala: 10 pum.




E possivel evidenciar um crescimento micelial aéreo abundante e um tipo de
enrolamento das hifas de Trichoderma sp sob o micélio de F. verticillioides (FIGURA 15.2).
Muitos tem sido os estudos sobre o género Trichoderma como agente de biocontrole de
doengas em plantas tanto in vivo como in vitro em todo o mundo (HOWELL et al., 2003;
PAAVANEN et al., 2000). Sua importancia é devida a multiplicidade de mecanismos de agdo
envolvidos na atividade de biocontrole tais como competi¢do, micoparasitismo, producgéo de
substancias antimicrobianas e promocdo de crescimento vegetal (CHET, 1987; VINALE et
al., 2008; SARAVANAKUMAR et al., 2017). Além disso, estudos analogos tém conseguido
evidenciar a colonizacéo de Trichoderma sp em raizes de plantas e espacgos intracelulares nas
folhas para contribuir ao ataque de possiveis patogenos (ELAD, 1996). Resultados similares
foram encontrados por Sobowale et al., (2007) onde isolados de T. pseudokoningii e T.
harzianum foram altamente competidores pelos nutrientes e o espaco contra F. verticillioides
em planta de milho. Além disso esses isolados demostraram ter a capacidade endofitica em
presenca ao patdégeno. Também foi evidenciado a redugdo da doenca em até 86.6 % por
Saravanakumar et al., (2017) quando foi aplicado T. harzianum em plantas de milho contra F.
graminearum. Além disso também foi observado o favorecimento de colonizacdo por
microrganismos benéficos nas plantas que tinham sido tratadas. A atividade de
micoparasitismo em Trichoderma sp esta geralmente relacionada a producdo de enzimas
hidroliticas tais como quitinases, B (1,3) glucanases e proteases que a sua vez podem
promover a inducdo de resisténcia sistémica a infeccdo de patdgenos nas plantas (GOMES et
al., 2015). Estudos com T. virens tem revelado que este fungo consegue crescer ao redor de
alguns fungos fitopatogénicos (Rhizoctonia solani, Pythium ultimum, Botrytis cinérea e
Fusarium sp) gerando estrangulamento e liberando substancias toxicas e enzimas hidroliticas
que favorecem a penetracdo do hospedeiro e o posterior uso de composto nutricionais para
sua manutencdo (POZO et al., 2014; KERROUM et al., 2015).

E possivel evidenciar um crescimento exponencial do micélio aéreo do fungo F42 sob
0 patogeno, atrasando e inibindo o desenvolvimento celular e a germinacdo dos conidios
(dados ndo quantificados neste ensaio), isto quando se compara com o controle (FIGURA
16.1). Alteragdes morfoldgicas do patogeno ndo foram encontradas neste tratamento. Além
disso, foi observado um tipo de estrangulamento nas hifas de F. verticillioides por causa deste
fungo na base do conidi6foro (FIGURA 16.2).
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Figura 16 — Electromicrografia de varredura panoramica do fungo F42 (Phomopsis sp)
inibindo o crescimento do patdgeno (1) com barra de escala: 20 um, e o estrangulamento de
um conidio maduro pelo antagonista (2) com barra de escala: 20 um.

Foi realizada a caracterizacdo morfoldgica deste fungo (dados ndo inclusos) no
laboratorio de Micologia do departamento de fitopatologia da UFLA. Este isolado foi
identificado como Phomopsis sp. A identificacdo filogenética ainda esta sendo realizada.
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Este microrganismo ja tem sido reportado em diversos trabalhos como
fitopatogénico, causando doenga principalmente em cultivos de pepino (Phomopsis sp),
amaranto (Phomopsis amaranthicola) e em vinhedos (Phomopsis viticola) (SUNDHEIM et
al., 1977; ROSSKOPF et al., 2000; PASSERA et al., 2017). No entanto algumas espécies de
Phomopsis, tais como P. emicis (SHIVAS & SCOTT, 1993), P. convolvulus (ORMENO-
NUNEZ, 1988) tem sido estudada por ter capacidade micoherbicida a uma variedade distinta

de hospedeiros e alguns podem ter comportamento endofitico (ASH et al., 2010).

Na electromicrografia panordmica do tratamento de F46 (FIGURA 17.1), ficou
evidente a producdo de metabolitos secundarios ou antibidticos que inibiram o crescimento do
patdgeno quando este entrou em contato com esta substancia. As estruturas miceliares séo
degradadas e alteradas, os danos sobre as camadas de conidios sdo visiveis interferindo por
tanto no ciclo de vida do patogeno (FIGURA 17.1). O espacamento que gerou a producdo do
composto entre 0 antagonista e o patdgeno é amplo, exibindo um tipo de retracdo do micélio
antes de chegar a substancia. Na Figura 17.2 é possivel ver o fracionamento completo das
hifas de F. verticillioides gerando pequenas por¢cdes em camadas por causa do composto
produzido pelo fungo antagonista. Também é observada a perda de turgéncia nas hifas do
patdgeno e alteracbes morfoldgicas nas mesmas.

Foi realizada a caracterizacdo morfologica deste fungo (dados ndo inclusos) no
laboratério de Micologia do departamento de fitopatologia da UFLA. Este isolado foi

identificado como Epicoccum sp. A identificacdo filogenética ainda esta sendo realizada.
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Figura 17 — Electromicrografia de varredura panordmica do fungo F46 (Epicoccum sp)
inibindo o crescimento do patégeno (1) com barra de escala: 100 um, ¢ o fracionamento
completo das hifas de F. verticillioides com lises e morte celular (2) com barra de escala: 10
pm.

53



O fungo F46 foi o Unico que conseguiu produzir halo de inibicdo contra F.
verticillioides. Este fungo tem sido reportado como endofitico e controlador biologico a
diversas doengas nas plantas (PIECKENSTAIN et al., 2001, MARTINI et al., 2009;
HASHEM et al., 2004; LARENA et al., 2005). Alteracdes completas foram encontradas nas
estruturas miceliares do patdgeno e reducdo de esporulacdo na area de contato com o
metabolito do antagonista. Uma grande zona de inibicdo foi encontrada neste tratamento
resultados semelhantes foram encontrados por Lahlali et al., (2010). Resultados similares
foram achados por Luongo et al., (2005) onde E. nigrum foi altamente eficiente inibindo
quase 100% a esporulacdo de F. verticillioides, F. graminearum e F. culmorum em
comparagdo a outros antagonistas avaliados. Diferentes compostos antibidticos produzidos
por E. nigrum tem sido identificado tais como epicorazinas A B (BAUTE et al., 1978),
epirodinas A B (IKAWA et al., 1978), flavipinas (BAMFORD et al., 1978) epicocarinas e
epipiridona (WANGUN et al., 2007) entre outros. No entanto a flavipina é a molécula que
comumente tem sido associada ao controle de doencas fitossanitarias fingicas e bacterianas.
Uma das carateristicas mais importantes e particulares deste fungo endofitico é a preferéncia
pelo ambiente do filoplano e capacidade de aumentar a biomassa radicular permitindo que
microrganismos antagdnicos a patégenos em plantas possam-se estabelecer (DE LIMA
FAVARO et al., 2012).

Foi observado a reducdo do crescimento micelial (FIGURA 18.1) de F. verticillioides
quando este entrou em contato com o metabolito produzido pela bactéria B100. Além disso é
observado retracdo, separacdo e alteracbes morfoldgicas nas hifas do patdégeno (FIGURA
18.1). Pode-se observar perda de turgéncia nas pontas das hifas de F. verticillioides,
enrolamento e malformac@es, também se encontraram células bacterianas com tamanho de a

3-5um atacando diretamente as hifas do patogeno e os conidios (FIGURA 18.2).
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Figura 18 — Electromicrografia de varredura panoramica da bactéria B100 (Burkholderia
gladioli) gerando diminuicdo do crescimento micelial, retracdo e separacdo de F.
verticillioides (1), com barra de escala: 20 um. Em close altera¢cGes morfoldgicas do patdgeno
e presenga de células bacterianas atacando aos conidios e hifas (2), com barra de escala: 2 um.




Na arvore filogenética gerada para a bactéria B100 € possivel evidenciar que esta se
agrupada no clado da espécie Burkholderia gladioli com 100% de similaridade (FIGURA 19).
Esta bactéria conseguiu produzir um halo de inibicdo contra F. verticillioides o qual foi
confirmado também na electromicrografia de varredura (FIGURA 18.1). Poucos tem sido 0s
estudos realizados com este género, ja que seu nicho ecoldgico ainda ndo € claro (PIRONE et
al., 2005). Existem alguns relatos descrevendo-a como bactéria patogénica em diferentes
plantas tais como o milho e algumas orquideas (GIJON et al., 2011) e causando problemas
respiratorio nos humanos (SEGONDS et al., 2009). No entanto, estudos de bioprospeccéo de
moléculas tem sido desenvolvido para tentar descrever o papel que as moléculas produzidas
por esta bactéria desempenham no biocontrole de doencas (LIN et al., 2011; MAGALHAES
et al., 2017). Resultados obtidos por Bevivino et al., (2005) revelam que altos niveis de
incidéncia de F. verticillioides em milho estdo acompanhados de altos indices de colonizacdo
de Burkholderia cenocepacia nas raizes, como também variabilidade genética entre o0s
isolados. Além disso, a maioria desses isolados foram capazes de inibir o crescimento do
patdgeno in vitro. As principais moléculas produzidas por esta bactéria sdo as enzimas
hidroliticas extracelulares (quitinases e proteases) e compostos volateis tais como 1-methyl-4-
(1-methylethenyl) -cyclohexene e que tem efeito comprovado de inibi¢do de crescimento de
fungos fitopatogénicos como F. oxysporum, Rhizoctonia solani e Alternaria alternata
(ELSHAFIE et al., 2012; MAHAMUNI et al., 2015).

Figura 19 — Arvore filogenética construida por meio do método Neighbor-joining com base
nas sequéncias do gene 16S rRNA mostrando as relagdes entre o isolado B100 e espécies do
género Burkholderia filogeneticamente préximas. Os nimeros nos bragos sdo os valores de
bootstrap obtidos em 1000 repeticdes (expressos em porcentagem). Apenas valores acima de
50% s&o mostrados. Barra representa 0,01 substituigdes por posicao de nucleotideo.
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No tratamento com bactéria B45,2 é possivel evidenciar um agrupamento de células
bacterianas atacando massas de micélio do patdégeno que foram separadas e empilhadas no
agar gerando malformacdes, lises e perda do material citoplasmatico (FIGURA 20.1) que tem
como consequéncia uma morte celular total. A trajetdria das hifas de F. verticillioides no agar
foram modificadas quando entraram em contato com o metabolito produzido pela bactéria. Na
Figura 20.2 se observa a células bacterianas de aproximadamente 3-5 pm encima das massas

de microconidios e hifas, possivelmente usando-os como alimento e degradando por completo

as estruturas do fungo.

Cupriavidus taiwanensis (CU633749)
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Figura 20 — Electromicrografia de varredura panoramica do tratamento B45.2 (Bacillus
amyloliquefaciens) com agrupamento de células bacterianas atacando as massas de micélio do
patdgeno, as quais foram separadas e empilhadas no &gar (1), com barra de escala: 20 um.
Detalhe das alterac6es morfologicas do patdgeno e presenca de células bacterianas atacando
o0s conidios (2), com barra de escala: 2 um.




A identificacdo molecular indica que a bactéria B45,2 faz parte do clado de Bacillus
velezensis e Bacillus amyloliquefaciens com 63% de similaridade (FIGURA 21). No entanto
espeécies do género B. amyloliquefaciens estdo sendo reclassificados como Bacillus velezensis
(DUNLAP et al., 2016). Esta bactéria produz um halo de inibicdo gerando morte celular das
hifas de Fusarium verticillioides (FIGURA 20.2). Resultados similares foram encontrados por
SHI et al.,, (2014) onde compostos antibioticos produzidos por B. amyloliquefaciens
desempenharam um papel importante de inibicdo de crescimento de F. graminearum além da
reducdo de micotoxinas (Deoxynivalenol) produzidas por este patogeno. As moléculas
identificadas foram os lipopeptidos principalmente as iturinas e fengicinas. Outros ensaios
efetuados com esta bactéria conseguiram constatar a reducdo de fumonisinas e incidéncia de
F. verticillioides em espigas de milho quando foi aplicado B. amyloliquefaciens (PEREIRA et
al., 2007). A producéo de enzimas liticas tais como as quitinases tem sido relatada como outro
mecanismo de biocontrole exercido por B. amyloliquefaciens gerando degradacdo na parede
do micélio de F. verticillioides (NIHORIMBERE et al., 2012). No entanto além da producgéo
destes compostos antibioticos nesse ensaio, foi confirmada a producdo de moléculas volateis
tais como as heptanonas, gerando inibicdo, degradacdo nas estruturas miceliares e a reducéo

de micotoxinas em diferentes espécies de Fusarium (LEE et al., 2017).
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Figura 21 — Arvore filogenética construida por meio do método Neighbor-joining com base
nas sequéncias do gene 16S rRNA mostrando as relacdes entre o isolado B45,2 e espécies do
género Bacillus filogeneticamente proximas. Os nimeros nos bragos sdo os valores bootstrap
obtidos em 1000 repeticdes (expressos em porcentagem). Apenas valores acima de 50% séo
mostrados. Barra representa 0,01 substituicdes por posi¢do de nucleotideo.
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Geobacillus stearothermophilus NBRC 12550 (AB271757)
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am

No tratamento com a bactéria BIOUFLA 2 (Bacillus subtilis) é possivel ver um
aglomerado de células atacando em camada a massas de conidios do patdgeno, degradando e
gerando neles malformagdes (FIGURA 22.1). Foram observadas alteracdes e rugosidades nas
hifas e conidios do patégeno (FIGURA 22.1) quando entraram em contato com a substancia
produzida pela bactéria. Na Figura 22.2 é possivel evidenciar células bacterianas com formato
de bacilo com tamanho aproximado de 2-4 um gerando ligacOes entre elas, recobrindo &s
camadas de conidios e hifas do patogeno. Além disso, é possivel observar uma hifa de F.
verticillioides com um tipo de rasgadura na parede celular e por tanto perda do material
citoplasmatico (FIGURA 23.2). Este tipo de recrutamento e formacdes de teias sO existem
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neste tratamento quando se compara com as outras bactérias obtidas neste ensaio e o controle.
O antagonismo direto exercido por B. subtilis foi relatado por Leelasuphakul et al., (2008),
onde 23 estirpes diferentes de Bacillus spp. isoladas no solo mostraram inibicdo in vitro, mas
SO nove estirpes inibiram até 80% a doenca. A sintese de substancias antimicrobianas e a
producdo de compostos volateis sdo 0s mecanismos de ac¢do envolvidos no controle da doenca
por B. subtilis. Substancias inibitorias relatadas pelo mesmo autor foram encontradas como:
iturina A, amicoumacina A, surfactina e fengicina. Estas familias de peptideos sdo compostas
de sete ou dez a-aminoacidos ligados a um unico B-amino (iturinas) ou B-hidroxi (surfactinas
e fengicinas) acido graxo e podem ter atividade antifingica e antibacteriana intensa quando
estdo juntas ou separadas (MAGET-DANA et al., 1992). Palazzini et al., (2016) descreveram
que isolados de B. subtilis exercem controle de F. graminearum, identificando o mecanismo
de acdo usado principalmente pelo agente antagbnico como antibiose, embora a producédo das
Substéncias ndo foram relatadas, mas possivelmente foram os lipopeptidos. O Bacillus
subtilis tem sido identificado como um microrganismo altamente promissor no controle de
organismos fitopatogénicos, devido a sua alta capacidade de tolerar mudancgas bruscas de
temperaturas e pela producdo de estruturas de resisténcias (VIERA et al., 2009). As flutuacdes
de populagdes do género Bacillus e as mudancas das comunidades microbianas estdo
correlacionadas com as estacdes do ano, ao ciclo fenoldgico da planta e as aplicacdes de
substancias quimicas e bioldgicas para o controle de doencas (JACQUES et al., 1995).

Figura 22 — Electromicrografia de varredura panoramica do tratamento BIOUFLA 2
(Bacillus subtilis) mostrando um aglomerado de células bacterianas que atacam &s massas de
micelio e conidios do patogeno (1), com barra de escala: 2 um. Em detalhe alteractes
morfolégicas miceliares do patdgeno e presenca de células bacterianas formando teias e
conexdes entre elas (2), com barra de escala: 1 pm.
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6. CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos nas condiges dos ensaios realizados em campo e

laboratdrio e possivel constatar que:

A pulverizacédo de diferentes combinacgdes de fungicidas quimicos e biologicos
pode alterar a composicdo de microrganismos presentes na filosfera em plantas

de milho.

A aplicacdo em dois periodos fenologicos distintos de Bacillus subtilis,
favoreceu o aparecimento de microrganismos antagénicos competidores contra

F. verticillioides.

B. subtilis demostrou ter capacidade antimicrobiana pela producdo de
metabolitos secundarios e exercer competicdo contra o patégeno F.

verticillioides in vitro.

A pulverizacdo do fungicida duas vezes nas plantas de milho gerou reducéo no
aparecimento de possiveis microrganismos nativos antagdnicos a Fusarium

verticillioides.

As aplicacbes em combinacdo do fungicida quimico e B. subtilis e de forma
inversa geraram respostas similares de aumento na composicdo nativa

microbiana antagdnica em plantas de milho contra Fusarium verticillioides.

A confrontacdo direta dos microrganismos isolados da filosfera de plantas de
milho e testados em sementes de milho canjica permitiram obter novos

antagonistas promissores contra F. verticillioides.
Alteracbes morfoldgicas foram observadas nas estruturas miceliares de F.

verticillioides quando foi colocado em placas de Petri com o0s possiveis

antagonistas e B. subtilis.
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e Aumentos nas composicdes microbianas gerados por B. subtilis nas plantas de
milho podem ser explicados pela producdo de substancias microbianas

interespecifica em quorum sensing.

e Diferentes mecanismos de acdo (competicdo, micoparasitismo e antibioses)
foram encontrados nos antagonistas quando foram testados de forma direta

contra F. verticillioides.
e F. verticillioides consegui usar todas as fontes de nutrientes que estdo presentes

no milho semelhante ao antagonista B. subtilis e a bactéria B. gladioli, como

também os fungos Trichoderma sp., E. nigrum.
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