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Introducao

Fungos patogénicos transmitidos pelas sementes sdo economicamente importantes, pois
reduzem consideravelmente a produtividade, depreciam a qualidade dos grios e constituem fontes de
inéculo para o desenvolvimento de doengas (LUZ, 2001; PINTO, 2001). Os patégenos transmitidos
por sementes também podem causar perdas por diminuicdo da germinagdo, emergéncia em solo e
vigor das plantulas.

As micotoxinas representam outro grave problema relacionado com a presenca de fungos em
sementes, podendo ocorrer tanto no periodo de pré-colheita (fungos de campo) como durante o
armazenamento sob condi¢des inadequadas (fungos de armazenamento) (MANUAL..., 2004; SINHA;
SINHA, 1991).

O controle de fungos transmitidos por sementes é geralmente realizado com o emprego de
agroquimicos, que contaminam o meio ambiente com residuos toxicos ndo biodegradadveis e pela
resisténcia desenvolvida pelos microrganismos a esses compostos (CASELA et al., 1997).

Micotoxinas e residuos de substincias utilizadas para o controle de fungos em grios e
derivados utilizados na alimentagc@o constituem graves ameacas a saide humana e animal (MILLER,
1995; SILVEIRA, 2009; SINHA; SINHA, 1991). Métodos alternativos de controle fingico t€m sido
desenvolvidos para minimizar esses riscos. Destacam-se o uso de extratos vegetais no tratamento de
sementes (COUTINHO et al.,, 1999) e de microrganismos antagonistas para controle de fungos
fitopatogénicos (STROBEL, 2006). O controle bioldgico apresenta uma série de vantagens em relagdo
ao quimico, pois ndo contamina, ndo desequilibra o meio ambiente e nem deixa residuos, além de ser
barato e de facil aplicacdo (SOARES, 2006).

Embora os efeitos antagonistas de microrganismos endofiticos sobre fungos fitopatogénicos,
in vitro sejam bastante conhecidos, seu emprego in situ ainda é muito limitado (BACON et al., 2001;
PLEBAN et al., 1997). Metabdlitos produzidos por microrganismos endofiticos inibem ou matam
uma variedade de agentes causadores de doencas e por isso representam importante e inexplorada
fonte de agentes para biocontrole de doencas e pragas de plantas (ADHIKARI et al., 2001;
BENHAMOU et al., 2000; GUNATILAKA, 2006; KRECHEL et al., 2002; SCHULZ; BOYLE,
2005; SESSITSCH et al., 2004; STROBEL, 2006; STURZ; NOWAK, 2000; REITER, et al., 2002).
Diferentes linhagens de bactérias endofiticas do género Pseudomonas sp. (KLOEPPER et al., 1989) e
as espécies Curtobacterium luteum e Pantoea agglomerans (STURZ et al., 1999) inibem o
crescimento de Erwinia carotovora (INIGUEZ et al., 2005; REITER et al., 2002). Pseudomonas
isoladas da rizosfera e da endorriza do milho foram efetivas em controlar doencas fingicas de plantas
(BERG et al., 2005). Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas tolaasii, Pseudomonas veronii e
Sphingomonas trueperi isoladas de arroz inibiram o crescimento in vitro de Achlya klebsiana e
Pythium spinosum, que s@o os principais patégenos em plantulas do arroz. Essas bactérias também
promoveram o crescimento de plantas (ZINNIEL et al., 2002). Outra espécie, Bacillus cereus, isolada
de Sinapis, excreta quitinase e sua aplicacdo no solo protegeu de forma significativa plantulas de
algoddo contra doengas causadas por Rhizoctonia solani (PLEBAN et al., 1997).
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A microbioliza¢do de semente tem sido realizada para controle de varios patégenos e também
como promotora de germinagdo e crescimento de plantas de milho (CHANG; KOMMEDAHL, 1968;
CALLAN et al., 1991; LUZ, 2001). Paenibacillus macerans (Embr. 144) é um bioprotetor isolado no
Brasil e apresenta um amplo espectro de agdo contra fungos de cereais que sio transmitidos pelas
sementes e pelo solo (LUZ, 2001). A microbiolizacdo de sementes de milho empregando a bactéria
endofitica Bacillus subtilis foi capaz de reduzir os niveis de micotoxinas acumuladas nos graos por
Fusarium moniliforme (BACON et al., 2001) e impediu o crescimento de Cryphonectria parasitica
em avela (WILHELM et al., 1997). Estudos in vitro demonstraram a atividade antagonista da bactéria
endofitica Bacillus subtilis, CNPMS-22 contra fungos causadores de doencas em milho e sorgo
(Acremonium striticum, Fusarium verticillioides, Aspergillus spp, Exserrohilum turcicum,
Colletotrichum graminicola e Colletotrichum sublineolum) (FIGUEIIREDO et al., 2009).

A integracdo de métodos de protecdo de semente de milho (Zea mays) poderd reduzir
consideravelmente o uso de pesticidas nessa cultura, melhorando a eficiéncia de controle e
diminuindo a poluicao do ambiente (LUZ, 2003).

Material e Métodos

No presente estudo, foram utilizadas 1000 sementes de milho da variedade BR 105 e BR 106
coletadas diretamente no Campo Experimental da Embrapa Milho e Sorgo e do Campo Experimental
de Janauba, sem tratamento anti-flingico. As sementes foram incubadas durante 1 minuto em cultura
liquida da bactéria CNPMS-22, misturadas em amido e sacarose a 50% e secas por 24 h em estufa a
30 °C (microbiolizagdo). Sementes empregadas como controle foram submetidas a0 mesmo processo,
exceto pela auséncia de CNPMS-22 no meio LB liquido. Em seguida, as sementes foram inoculados
em placas e magentas contendo meio LB ou BDA semi-sélido. Foram realizadas observagdes didrias
durante 30 dias.

No experimento de laboratério, cada tratamento foi constituido de 1.000 sementes
microbiolizadas com a bactéria CNPMS-22, distribuidas individualmente em magentas contendo meio
LB semi-sdlido, repetido quatro vezes. Cinco mil sementes foram utilizadas para controle (sem
microbiolizacdo). As magentas com sementes foram colocadas em bancadas de laboratério com ampla
incidéncia de luz natural e temperatura ambiente, no verdo de 2006. Foram realizadas trés medicoes
didrias da temperatura durante todo o periodo em que foi realizado o experimento. A média de
temperatura foi de 30 °C. O arranjo experimental foi blocos inteiramente casualizados. A presenga dos
fungos patogénicos foi determinada entre 5-30 dias apds a inocula¢do. Os dados foram expressos em
percentagem referente a incidéncia de cada patégeno nas sementes. A identificacdo dos fungos foi
realizada no Laboratério de Microbiologia da UFMG.

Resultados

Preliminarmente foi avaliada a capacidade de germinacdo das sementes coletadas no campo
por meio de germinacgdo de 100 sementes em papel umedecido e mantido em estufa a 30 °C durante 5
dias. O valor estimado foi de 96%. Os valores para geminaciao das sementes no experimento foi de
95% para sementes microbiolizadas e 92% para as sementes incubadas com meio LB, sugerindo um
efeito negativo de componentes presentes na formulacdo do meio de cultura sobre a germinacdo de
sementes.

Em nenhuma magenta contendo sementes de milho inoculadas com CNPMS-22 houve
crescimento de fungo (100% de controle), enquanto nas magentas utilizadas como controle ocorreu o
desenvolvimento de pelo menos um tipo de fungo em 93% das sementes (Figura 1, Tabela 1). O efeito
do fungo sobre o desenvolvimento das plantulas foi varidvel (Figura 1). Em alguns casos, o
crescimento do fungo foi muito rdpido, impedindo a germinacdo das sementes (11%). Ocorreu
mortalidade de plantulas logo apds a germinacdo (27%) e 10 dias apés a emergéncia (16%). Algumas
plantulas permaneceram vivas (46%) durante todo o periodo em que foi realizado o experimento,
mesmo na presenca de fungo (Figura 1). A frequéncia de ocorréncia de fungos foi registrada na Tabela
1. Fungos que impediram a germinagdo ou emergéncia de plantulas foram identificados como
pertencentes aos géneros Fusarium, Gibberella, Diplodia (Stenocarpela), Colletotrichum, Aspergillus
e Penicillium. Os fungos Fusarium moniliformis e Diploidia maydis foram os mais frequentes (21% e
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15%, respectivamente), Fusarium graminearum e Penicillium spp. foram os menos frequentes (4% e
3%, respectivamente), enquanto os fungos Aspergillus spp. e Colletotrichum graminicola apresentaram
valores intermedidrios (12% e 10%, respectivamente). Além dos fungos identificados, foram anotados
48 morfotipos diferentes, cuja identidade ndo pode ser estabelecida com base na andlise morfolégica
(observacgdes sob lupa, pelo tipo de coldnia, ou forma e tamanho dos esporos, entre outros).

Os resultados do presente estudo, utilizando a bactéria endofitica CNPMS-22 (Bacillus
subtilis) como agente na microbiolizacdo de sementes de milho para protecdo contra fungos
fitopatogénicos, sdo similares aos relatos de vdrios autores que empregaram outras espécies de
bactérias, como Pseudomonas fluorescens (CALLAN et al., 1991), Paenibacillus macerans,
Flavimonas oryzihabitans e Pseudomonas putida (LUZ, 2003), como a espécie Bacillus subtilis
(BACON et al., 2001; PAZ et al., 2007).

Conclusoes
Os resultados do presente estudo indicaram a possibilidade de utiliza¢do da bactéria CNPMS-

22 em processo de microbiolizacdo de sementes e/ou graos de milho para prevenir o desenvolvimento
de fungos durante o armazenamento.

y -

fomed, XXVIII Congresso Nacional de Milho e Sorgo, 2010, Goiania: Associac¢do Brasileira de Milho e Sorgo. CD-Rom
661

0,



Figura 1. Inoculacdo e germinagdo de sementes de milho com a bactéria CNPMS-22.
(a) Sementes de milho incubadas por 1 minuto em cultura liquida da bactéria CNPMS-
22, misturadas com amido e sacarose a 50% e secas em estufa em temperatura de 30 °C
por 24 h; (b) germinagdo, em placa de petri, de sementes de milho inoculadas com a
bactéria CNPMS-22; (c1) Plantulas de milho originadas de sementes microbiolizadas
com CNPMS-22; (¢2) Sementes controle (sem microbiolizacdo) mostrando os efeitos da
presenca de fungos de sementes sobre plantulas. Os nimeros indicam plantulas mortas
(1 e 4) e plantulas vivas (2 e 3) em estidios diferentes de desenvolvimento.
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TABELA 1. Efeito da microbiolizacao de sementes da variedade de milho BR 106 com a bactéria CNPMS-22, para controle de fungos patogénicos.

Indice Indice Fungos identificados em sementes e plantulas de milho (%)*
Tratamento germinativo germinativo | Auséncia | Diploidia Fusarium Fusarium Colletotrichum | Aspergillus | Penicillium | Morfotipos
antes da apos de fungo | maydis | moniliformis | graminearum | graminicola spp- Spp-
microbiolizagdo | microbiolizacao
Microbiolizaca 96% 95% 100 0 0 0 0 0 0 0
0
Controle 96% 92% 7 15 21 4 10 12 3 28

*Os valores das percentagens foram ajustados para menos (inferior a 0,5%) ou para mais (igual ou superior a 0,5%).
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