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RESUMO

Muitos métodos rapidos e eficientes de selecdo de agentes de biocontrole de fitopatégenos tem sido utilizados,
visando reduzir tempo e custo dispendido em testes de campo. Neste trabalho realizou-se uma selecéo de isolados endofiticos
com potencial de uso no biocontrole de fitopatdégenos em testes de antagonismo in vitro. De um total de 95 isolados de
bactérias endofiticas do milho, seis foram selecionados quanto a inibicdo a Pythium aphanidermatum. A essa selegdo, foram
incluidos um isolado de Bacillus subtilis 0G, Bacillus lentimorbus e Streptomyces sp., para verificagdo de antagonismo a
Rhizoctonia solani, Fusarium moniliforme, Sclerotium rolfsii e Exserohilum turcicum. Verificou-se que os endofiticos B.
subtilis 0G, B. lentimorbus e Streptomyces sp., apresentaram ac¢éo antagdnica superior aos demais, com taxas de inibicao
entre 32,0% e 53,8%. Dentre os endofiticos do milho, Bacillus agaradhaerens foi o que mais se destacou, com taxas de
inibicdo variando entre 43,7% e 52,3% e indicando uma inespecificidade de ac&o. Este estudo, embora preliminar, permite
vislumbrar a utilizagdo desses endofiticos na supressdo de doengas em diferentes sistemas patégeno-hospedeiro em testes
subseqlentes, sob condigbes de casa-de-vegetacdao e a campo.
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ABSTRACT

Several fast and efficient methods of selection of biocontrol agents of plant diseases has been used, to reduce time
and cost expended in the field tests. This work took place a selection of isolated endophytics with potential for use in
biocontrol of plant pathogens in tests of antagonism in vitro. Out of a total of 95 isolates of bacteria endophytic maize, six were
selected on the inhibition to Pythium aphanidermatum. In this selection, were included one isolate of Bacillus subtilis 0G,
Bacillus lentimorbus and Streptomyces sp. For verification of antagonism to Rhizoctonia solani, Fusarium moniliforme,
Sclerotium rolfsii and Exserohilum turcicum. It was found that the endophytics B. subtilis 0G, B. lentimorbus and Streptomyces
sp. showed more antagonic action to the other, with inhibition rates of between 32,0% and 53,8%. Among the endofiticos
maize, Bacillus agaradhaerens was what stood out most, with rates of inhibition ranging between 43,7% and 52,3%,
indicating a inespecificity of action. This study, though preliminary, to see the use of such endophytics to the elimination of
diseases in different host-pathogen systems in subsequent tests under conditions of house-to-vegetation and field.
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INTRODUCAO

Recentemente, o interesse pela utilizagéo
de microrganismos endofiticos como ferramentas
de biocontrole de fitopatégenos nos diferentes
agroecossistemas tem aumentado em importancia,
devido a necessidade de se buscar alternativas
viaveis ao uso de agroquimicos e dos problemas
decorrentes de sua utilizagdo indiscriminada, como
a contaminacdo ambiental, dos alimentos e dos
consumidores, o aparecimento de populac¢des
resistentes de patogenos e diminuicdo de
populacdes de organismos benéficos ou ndo-alvos
(CAMPANHOLA e BETTIOL, 2003; SILVA et al., 2004).

Os microrganismos endofiticos
compreendem, principalmente, fungos e bactérias
gue habitam o interior das plantas sem causar,
aparentemente, danos aos seus hospedeiros
(PETRINI, 1991). A sua capacidade de biocontrole
pode advir de varios mecanismos, como a produgao
de substancias deletérias aos fitopatdogenos
(M'PIGA et al., 1997) ou competindo por espago e
nutrientes. Indiretamente, pela produc¢do de
substancias promotoras de crescimento (VARMA et
al., 1999) ou induzindo resisténcia sistémica no
hospedeiro (VAN LOON et al., 1998).

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

Assim, o presente trabalho teve por objetivo
realizar uma selecdo de bactérias endofiticas do
milho, com potencial de uso como agentes de
biocontrole, através de testes de antagonismo in
vitro, frente a fitopatégenos desafiantes.

MATERIAL E METODOS

Noventa e cinco isolados de bactérias
endofiticas do milho, provenientes da colegédo de
culturas da EMBRAPA - Meio Ambiente foram
submetidos a uma sele¢do massal, realizada
através de testes de antagonismo in vitro, frente ao
fitopatégeno Pythium aphanidermatum (Edson)
Fitzp.. Os endofiticos foram dispostos na forma de
estria, equidistantes e nas extremidades das placas.
No centro, foi colocado um disco de 0,5 cm de
diametro, contendo a cultura do patégeno. Uma
placa contendo apenas um disco com micélio do
fitopatdgeno no centro, serviu de tratamento controle.
O periodo de tempo necessario para que 0 micélio
do patdgeno tomasse toda a superficie da placa,
serviu de pardmetro para indicar o momento de
avaliar a inibicdo, realizada através de analise visual,
e em apenas uma repeticdo por isolado.

Apés essa selecgdo, os isolados mais
promissores foram identificados através da analise
do perfil dos acidos graxos da membrana da parede
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celular, em cromatégrafo a gas, conforme o descrito
por SASSER, 2001 (Tabela 1) e testados quanto ao
antagonismo a Fusarium moniliforme Sheldon,
Rhizoctonia solani Kilhn, Sclerotium rolfsii Sacc. e
Exserohilum turcicum (Pass.) Leonard & Suggs. A
esses testes, também foram incluidos um isolado
das bactérias endofiticas Bacillus subtilis 0G
(Ehrenberg) Cohn e Bacillus lentimorbus Dutky e
Streptomyces sp. Waksman & Henrici, selecionados
em estudos anteriores, quanto a sua acgéo
antag6nica a fitopatdgenos.

Um disco de meio de cultura de 0,5 cm de
diametro, contendo um isolado de um patégeno, foi
colocado em uma das extremidades da placas de
Petri contendo meio BDA. Na outra extremidade, uma
estria contendo propagulos do isolado endofitico. O
tratamento controle consistiu da colocagédo, sobre a
placa de Petri, de apenas um disco de meio de
cultura contendo o fitopatégeno. O momento de
avaliagdo do halo de inibi¢éo, foi estabelecido como
o periodo de tempo necessario para que o micélio
do patdgeno, sem a presenca do endofitico, se
desenvolvesse sobre todo o meio de cultura. Adotou-
se um delineamento experimental inteiramente
casualizado com 3 repeticdes e os dados
submetidos a analise de variancia e teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre os isolados mais promissores,
foram identificados Bacillus subtilis 0G, Bacillus
lentimorbus, Bacillus agaradhaerens Nielsen,
Streptomyces sp. e Escherichia coli Escherich GC
subgrupo B. Embora Streptomyces sp. ndo tenha
inibido o crescimento micelial de S. rolfsii, verificou-
se que este isolado, juntamente com B. subtilis 0G
e B. lentimorbus, apresentaram atividade antagdnica
superior aos demais, com taxas de inibicdo entre
32,0% e 53,8% (Tabela 2). Resultados semelhantes
foram obtidos por MELO e VALARINI (1995), que
observaram uma forte agcdo antagonistica de B.
subtilis OG sobre Fusarium solani (Mart.) Sacc.,
Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary e R. solani,
em testes in vitro. Em testes in vivo, o isolado
apresentou um controle de 100% sobre a podridao
radicular em plantas de pepino, causada por F.
solani. Da mesma forma, AMORIM e MELO (2002)
observaram a inibicdo do crescimento micelial de
Phytophthora parasitica Dastur e Phytophthora
citrophthora (Sm. & Sm.) Leonian pela a¢do de B.
subtilis 0G e B. subtilis RC2, na ordem de 52% em
testes in vitro. Em plantulas de citros, B. subtilis 0G
e B. subtilis RC2 conferiram uma protecdo de 100%
e 85,7%, respectivamente. Segundo 0s mesmos
autores, os mecanismos envolvidos no controle
desses patdgenos estariam relacionados a
producdo de compostos téxicos (antibiose) e de
sidero6foros (competicdo por ferro). SHIOMI et al.
(2006) verificaram a supressdo da ferrugem do
cafeeiro, em testes de germinagdo de
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urediniosporos, discos de folhas, folhas destacadas
e em plantulas de café por B. lentimorbus. Muitas
linhagens de Streptomyces ou seus produtos séo
conhecidos por suprimir o crescimento de
fitopatégenos, tanto em testes sob condi¢des de
laboratério, como de campo (TREJO-ESTRADA et
al., 1998; SABARATNAN e TRAQUAIR, 2002).
Dentre os endofiticos do milho, Bacillus
agaradhaerens e Escherichia coli apresentaram as
maiores taxas de inibicdo aos patdgenos
desafiantes (43,7% a 52,3%) e (13,6% a 44,3%),
respectivamente. Alguns trabalhos demonstram a
capacidade de B. agaradhaerens em produzir

SHIOMI H.F. et al. Selecao de bactérias endofiticas...

enzimas extracelulares como endoglucanases
(HIRASAWA et al., 2006; MELANDER et al., 2006),
relacionadas a degradacdo da parede celular de
fitopatégenos como Phytophthora cinnamomi Rands
e Phytophthora fragariae Hickmann (VALOIS et al.,
1996).

Este estudo, embora preliminar, indica uma
inespecificidade de acdo por parte dos endofiticos
sobre fitopatdgenos e permite vislumbrar o seu uso
na supressdo de doengas em diferentes sistemas
patégeno-hospedeiro, em testes subsequentes,
pelo tratamento de sementes ou de plantas sob
condi¢cbes de casa-de-vegetacdo e de campo.

TABELA 1 - Identificacdo dos microrganismos endofiticos do milho mais promissores, obtidos por selecao
massal, quanto ao perfil de &cidos graxos da membrana da parede celular (FAME).

. : - Indice de Matriz de

Codigo Identificagdo similaridade * isolamento
P10F2 Escherichia coli Escherich GC subgrupo B 0,574 Folha
P10F4 Morganella morganii (Winslow) Fulton 0,650 Folha
P10F5 Ewingella americana Grimont 0,539 Folha
14F4a Xanthomonas axonopodis Hasse 0,529 Folha
16F2g Microbacterium imperiale Steinhaus 0,806 Folha
12R2 d/a Bacillus agaradhaerens Nielsen 0,892 Raiz

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

Identification System

TABELA 2 — Inibicdo do crescimento micelial de fitopatégenos por microrganismos endofiticos em testes de

antagonismo in vitro.

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

Tratamento R.C" I.R* (%) RC. ILR.(%) RC. LR.(%) RC. LR.(%)
(cm) (cm) (cm) (cm)

Controle 6,33a* 0,00 6,63a* 0,00 6,50a* 0,00 722a* 0,00
P10F2 4,27b 32,54 5,73b 13,57 4,33c 33,38 3,20c 44,32
P10F4 4,47b 29,38 6,00ab 9,50 3,93cd 39,54 3,80c 47,57
P10F5 4,20b 33,65 5,90ab 11,01 4,07c 37,38 432bc 40,17
14F4a 5,93a 6,32 6,00ab 9,50 6,07ab 6,61 497b 31,16
16F2g 6,13a 3,16 6,30a 4,98 5,37b 17,38 5,05b 30,06
B. subtilis 0G 3,23c 48,97 3,80c 42,68 3,00e 53,84 3,85bc 46,68
B. lentimorbus 3,23c 48,97 3,70c 44,19 3,23de 50,31 3,55¢c 50,83
Streptomyces sp. 4,33b 32,00 6,13ab 7,54 3,53cd 45,69 4.05bc 43,91
12R2 d/a 3,56¢ 43,76 4,40b 33,63 3,10e 52,31 3,65¢C 49,45
CV (%) 4,54 4,87 6,64 11,05

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

Tukey.

'Raio médio da colénia
?Inibigao relativa, onde:

I.R. (%) = (RC-RX) x 100, sendo:

RC

RC = raio da col6nia do patégeno no tratamento controle

RX =raio da coldnia do patégeno pareada com oisolado endofitico
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CONCLUSOES : . .
o ) 2) De 95 isolados de bactérias endofiticas
1) Nas condicbes desse experimento, as do milho testados, Bacillus agaradhaerens e
bactérias endofiticas Bacillus subtilis 0G e Bacillus Escherichia coli GC subgrupo B, se revelaram os
lentimorbus, apresentaram maior potencial de uso mais promissores como agentes de controle
como agentes de biocontrole de fitopatégenos. biolégico de fitopatégenos.
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