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RESUMO

SILICIO E Azospirillum brasilense ASSOCIADO AO CONTROLE QUIMICO SOBRE
A SEVERIDADE DE Pantoea ananatis EM MILHO

AUTOR: Gabriel Wobeto Burtet
ORIENTADOR: Ivan Francisco Dressler Da Costa

A mancha branca do milho (MBM) (Pantoea ananatis) ¢ a principal doenga da cultura, em
condicdes severas, reduz significativamente sua produtividade. A utilizagdo de hibridos
suscetiveis a MBM torna necessario o uso de produtos quimicos no controle da doenca.
Diversos agentes bioticos e abidticos sdo considerados indutores de defesas. Induzir as defesas
das plantas de milho pode ser uma alternativa no controle da doenca, auxiliando os produtos
quimicos. O objetivo do trabalho foi avaliar a redugdo da severidade da MBM por silicio e
Azospirillum brasilense, associados ou ndo a dois fungicidas (picoxistrobina + ciproconazole e
mancozebe) e um antibidtico (casugamicina). Os experimentos foram divididos em casa-de-
vegetacao, campo e laboratorio. Em casa-de-vegetacao foram avaliados os efeitos dos possiveis
indutores de defesa, silicio e Azospirillum brasilense, na redugao da severidade da MBM, pela
inoculagdo de um isolado de Pantoea ananatis em trés hibridos de milho suscetiveis (P1680YH,
AG8780 e SUPREMO). Os tratamentos com silicio e A. brasilense reduziram
significativamente a severidade da MBM no hibrido P1680Y H. Entretanto, nos demais hibridos
nao houve diferenga significativa entre os tratamentos. O experimento a campo avaliou as
combinagdes do silicio e A. brasilense com os produtos quimicos na reducao da severidade da
MBM e sobre a produtividade, utilizando o hibrido P1680YH. Dentre os tratamentos quimicos,
o fungicida mancozebe resultou na menor taxa de progresso e area abaixo da curva de progresso
da MBM, resultando na maior produtividade da cultura. As combinag¢des com silicio resultaram
em uma menor severidade da MBM, auxiliando os produtos quimicos, com reflexos na
produtividade da cultura. O Azospirillum brasilense combinado com os produtos quimicos nao
reduziu a severidade da MBM. Porém seus efeitos sobre a fisiologia da cultura resultaram em
maior produtividade, superando aos tratamentos com silicio. O experimento em laboratorio
avaliou a eficacia dos produtos quimicos testados sob a populagdo de colonias da Pantoea
ananatis em placas de petri. A bactéria apresentou uma elevada sensibilidade ao fungicida
mancozebe, uma baixa sensibilidade aos antibiotico casugamicina e foi insensivel aos
ingredientes ativos ciproconazol e picoxistrobina, isolados ou associados.

Palavras-chave: Doenca. Inducdo de Defesas. Mancha Branca. Zea Mays.



ABSTRACT

SILICON E Azospirillum brasilense ASSOCIATED TO CHEMICAL CONTROL
ABOUT THE SEVERITY OF Pantoea ananatis IN CORN

AUTHOR: Gabriel Wobeto Burtet
ADVISOR: Ivan Francisco Dressler da Costa

The maize white spot (MWS) (Pantoea ananatis) is the main disease of culture, under severe
conditions, significantly reduces your productivity. The use of hybrids susceptible to MWS
makes it necessary to use chemicals to control the disease. Several biotic and abiotic agents are
considered defensive inducers. Inducing the defences of maize plants can be an alternative in
the control of the disease, aiding the chemical products. The objective of the paper was to
evaluate in reducing the severity of MWS by silicon and Azospirillum brasilense, associated or
not to two fungicides (picoxystrobin + ciproconazole and mancozebe) and an antibiotic
(casugamycin). The experiments were divided into greenhouse, field and laboratory. In
greenhouse were evaluated the effects of possible defence inducers, silicon and Azospirillum
brasilense, on the reduction of MWS severity, by the inoculation of a Pantoea ananatis isolate
in three susceptible maize hybrids (P1680YH, AG8780 ¢ SUPREMO). The treatments with
silicon and A. brasilense significantly reduced the severity of MWS in the hybrid P1680YH.
However, in the other hybrids there was not significant difference between the treatments. The
field experiment evaluated the combination of silicon, Azospirillum brasilense and chemicals
in reducing severity of MWS and productivity, using hybrid P1680YH. Among the chemical
treatments, the fungicide mancozebe had the lowest rate of progress and area below the disease
progress curve of MWS, with reflections on crop productivity. The combinations with silicon
resulted in a lower MWS severity, aiding the chemicals, resulting in a higher crop productivity.
Azospirillum brasilense combined with the products did not reduce the severity of the MWS,
but its effects on the physiology of the culture resulted in a higher productivity, superior to the
treatments with silicon. The laboratory experiment evaluated the efficiency of the tested
chemicals under the population of Pantoea ananatis colonies in petri dishes. The bacterium
presented a high sensitivity to the fungicide mancozebe, a low sensitivity to the antibiotic
casugamycin and was insensitive to the active ingredients cyproconazole and picoxystrobin,
isolated or associated.

Key words: Disease. Induction of defences. White spot. Zea Mays.
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1 INTRODUCAO: PATOSSISTEMA

O milho (Zea mays) é uma das culturas de maior expressdo no cendrio agricola
brasileiro, sendo a segunda principal commoditie produzida no pais e a principal fonte de
carboidratos utilizados na alimenta¢do animal. A partir do ano agricola de 1998/1999 o cultivo
da cultura da soja, realizado principalmente durante os meses de outubro, novembro e dezembro
(primeira safra), expandiu ocupando areas de producao da cultura do milho.

A area cultivada de milho é atualmente de 17.000 mil hectares, sendo 70% cultivada
durante o periodo de segunda safra. A migracao do periodo de cultivo do milho associado os
sistemas de producdo atuais, como a utilizacdo de cultivares mais produtiva, porém mais
suscetiveis a doencas, maiores populagdes de planta, sistemas de irriga¢do, sistema plantio
direto, sucessdao de culturas, tem proporcionado condi¢des favoraveis para o aumento da
severidade de doengas na cultura do milho.

Entre as doencas que afetam a cultura destaca-se o patossistema da mancha branca do
milho (MBM), que adquiriu carater endémico em diversas regides produtoras do pais, podendo
provocar perdas de até 60% da produtividade de graos. O agente etiologico da MBM atualmente
¢ descrito pela bactéria Pantoea ananatis, entretanto as lesdes pré-estabelecidas pela bactéria
podem ser colonizadas por fungos oportunistas.

Os sintomas da MBM sao caracterizados por pequenas lesdes circulares inicialmente
verde palida que progridem para lesdes circulares necroticas, de coloragao esbranquicada,
podendo medir até 0,3 cm a 1,0 cm de didmetro. O controle genético, com a utilizagdo de
hibridos resistentes ¢ principal forma de controle da MBM, porém muitos produtores ainda
utilizam hibridos suscetiveis por serem mais produtivos, tornando necessario o0 manejo quimico
da doenga.

Por isso ¢ necessario conhecer a eficacia dos produtos quimicos, além de buscar
alternativas de controle da doenga. Como, a inducdo de defesas da cultura, ja que a exposi¢ao
de agentes bioticos (ndo patogénicos) e abidticos pode levar a resisténcia sistémica induzida
(RSI) das plantas, pela ativacdo de mecanismos de resisténcia latentes.

O silicio apresenta varios relatos de indu¢do de defesas e reducdo da severidade de
diversas relagdes patogeno x hospedeiro. A bactéria Azospirillum brasilense, atualmente

utilizada como inoculante em milho, proporciona fixacdo de nitrogénio e producdo de
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hormonios de crescimento para cultura, entretanto, também promove a indu¢ao de defesas do
milho.

Contudo, ndo ha relatos na literatura do uso de silicio e Azospirillum brasilense, na
cultura do milho, para reducdo da severidade da MBM. Nesse contexto, a utilizagdo dos
possiveis indutores de defesa, silicio e Azospirillum brasilense, pode ser uma importante
ferramenta no controle da mancha branca do milho, além de auxiliar o controle quimico da

doenga.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 MANCHA BRANCA DO MILHO: Pantoea ananatis

2.1.1 Impacto da doenca sobre a cultura do milho

A partir do ano agricola de 1998/1999 o cultivo da cultura da soja, realizado
principalmente durante os meses de outubro, novembro e dezembro (primeira safra), expandiu
ocupando areas de producdo da cultura do milho, que acabou migrando para o cultivo no
periodo da segunda safra (CONAB 2018b).

Atualmente no ano agricola de 2017/2018, durante 1° e 2° safras, estimam-se
aproximadamente 17.000 mil hectares de area plantada de milho, o que corresponde a uma
producdo de 92.000 mil toneladas de grao, sendo 70% da area plantada durante o periodo de
segunda safra (CONAB, 2018a).

Neste contexto, a expansdo e migracao da cadeia produtiva da cultura do milho, frente
a cultura da soja, pelo aumento da area de cultivo no periodo de segunda safra, associados a
maior densidade de plantas, menor espacamento entre plantas, adocao do sistema de plantio
direto, sistemas de irrigacdo, uso de hibridos suscetiveis e auséncia de rotagdo de culturas, tém
possibilitado a manutengao de ind6culo, condigdes edafoclimaticas e micro clima que favorecem
o aumento da incidéncia e severidade das doencas na cultura (CONAB, 2018b; PINTO;
SANTOS; WRUCK, 2006).

Entre as doencas que afetam a cultura do milho, destaca-se o patossistema da mancha
branca do milho (MBM), que adquiriu carater endémico em diversas regides produtoras do pais.
Em condigoes de elevada severidade da doenga, as perdas podem ser de até 60% da
produtividade de graos (BRITO et al., 2013).

Severidades de MBM entre 10 e 20% podem reduzir até 40% da taxa fotossintética
liquida e as perdas produtivas podem chegar a até 60% dependendo das condigdes ambientais
(GODOY; AMORIM; FILHO, 2001). Umidade relativa do ar acima de 60% e temperaturas
noturnas baixas (14 °C), sdo condigdes comuns em cultivos tardios (segunda safra) e em regides
com altitudes maiores que 600 metros. Essas condi¢des sdo ideais para o desenvolvimento da

doenga (JULIATTI, 2014).
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2.1.2 Sintomatologia

Os sintomas caracteristicos da MBM apresentam-se inicialmente por lesdes anasarcas
circulares pequenas, de coloracdo verde palida. No decorrer do tempo, as lesdes evoluem
chegando a medir de 0,3 a 1,0 cm de didmetro, tornando-se lesdes circulares ou elipticas de
coloracdo esbranquicada, necroticas e secas (OLIVEIRA et al., 2004).

As lesdes provocadas pela MBM reduzem a area fotossintetizante ativa da cultura do
milho, reduzindo a fotossintese liquida e consequentemente a produtividade da cultura
(GODOY; AMORIM; FILHO, 2001). Em condi¢des favoraveis com elevada severidade da
MBM os sintomas também podem ser observados na palha das espigas, além de encurtar o ciclo
da cultura, pela senescéncia prematura das folhas, reduzindo o tamanho e massa dos graos

(OLIVEIRA et al., 2004).

2.1.3 Etiologia

A MBM foi descrita pela primeira vez por Rane; Payak; Renfro (1966) na India, tendo
como agente causal o fungo ascomiceto Phaeosphaeria maydis ¢ confirmado por Carson;
Goodman; Glawe (1991) e Carson (2005) nos EUA e Fantin (1997) no Brasil. Entretanto,
diversos autores questionam essa etiologia, devido a dificuldade do isolamento e realizacao dos
postulados de Koch de P. maydis (LANZA, 2013).

Viérias outras espécies ja foram isoladas e identificadas (Phyllosticta sp., Phoma sp., P.
sorghina, e Sporormiella sp.) a partir de lesdes da MBM. Porém, quando inoculadas, nao
apresentaram sintomatologia parecida com a doenga (AMARAL et al., 2004; AMARAL, 2005;
CERVELATTI et al., 2002; PACCOLA-MEIRELLES et al., 2001).

Paccola-Meirelles (2001) identificou a bactéria Pantoea ananatis, isolada a partir de
lesdes iniciais de MBM, fato que iniciou o desenvolvimento de diversas pesquisas que
descrevem a bactéria Pantoea ananatis como agente causal da MBM. Bomfeti et al. (2008) por
meio de microscopia eletronica de transmissdo e técnicas moleculares, observou um grande
numero de células bacterianas nos espacos intercelulares em lesdes iniciais da MBM, ndo tendo
encontrado estruturas fungicas.

Ap0s extracao de DNA de lesdes inicias e avangadas da MBM, com auxilio de primers

bacterianos (16S rRNA e rpoB) e oligonucleotideos universais (ITS4) para fungos, a
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amplificacdo a partir de lesdes iniciais foi positiva somente para os primers bacterianos,
enquanto nas lesdes em estadio avangado a ampliagdo para o ITS4 foi observada, caracterizando
que espécies fungicas podem colonizar as lesdes da MBM, pré-estabelecidas pela bactéria P.
ananatis (BOMFETI et al., 2008).

Lanza et al. (2013) isolou P. ananatis e P. maydis para verificar a patogenicidade desses
agentes em plantas de milho, a inoculag@o do isolado de P. ananatis resultou no aparecimento
de sintomas caracteristicos da doenga, enquanto que a inoculagao do isolado de P. maydis nao
reproduziu os sintomas da MBM, evidenciando que o agente causador da MBM seja a bactéria
P. ananatis.

A redugdo em aproximadamente 90% do niimero de lesdes foliares da MBM, apoés a
aplicacdo do antibiotico oxitetraciclina, & campo, associado a redugdo do crescimento de P.
ananatis cultivada em laboratorio na presenga do mesmo antibiotico, também indicam que a

bactéria Pantoea ananatis é o agente causal da MBM (PEDRO et al., 2013).

2.1.4 Pantoea ananatis

A bactéria P. ananatis, aerobia facultativa e gran negativa, ¢ caracterizada in vitro por
colonias mucoides, nao esporulantes, de coloragdo amarelo brilhante (PACCOLA-
MEIRELLES et al., 2001). E uma espécie oportunista, capaz de sobreviver de forma epifita,
endofitica ou como um saproéfita natural em diversos hospedeiros ou locais, sendo uma fonte
de inoculo para hospedeiros suscetiveis (COUTINHO; VENTER, 2009).

A P. ananatis ja foi descrita causando doenca em diversas culturas agricolas e plantas
daninhas, que podem ser fonte de inoculo para cultura do milho, como: arroz (COTHER, 2004);
alho (GITAITIS et al., 2002); capim sudao (Sorghum sudanense L.) (AZAD, 2000); e capim
colchdo (Digitaria horizontalis) (GOLCALVES et al., 2010).

Antes de infectar as plantas de milho, a P. ananatis pode sobreviver epiftamente sobre
a superficie das folhas, até que atinja uma concentracao de células suficiente e, em condigdes
ambientais favoraveis, resultando na infeccdo e aparecimento de sintomas da MBM (SAUER
et al., 2010).

A P. ananatis produz uma substancia sinalizadora denominada acil-homoserina lactona,
que permite que a populagdo da bactéria se comunique por um mecanismo chamado quorum-

sensing. Ou seja, € necessaria uma determinada concentracdo da substancia sinalizadora,
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produzida por uma populagdo de bactérias, para expressao de caracteres fenotipicos importantes
no ataque e defesa do patdgeno ao hospedeiro (POMINI; ARAUJO; MARSAIOLI, 2006).
Um mecanismo importante na infec¢do da bactéria P. ananatis, em hospedeiros
sensiveis ao congelamento no meio intracelular, como a cultura do milho, ¢ a formacgao cristais
de gelo, fendmeno denominado de nucleacdo de gelo, capaz de rompem a parede celular e
membrana plasmatica das células, caracteristico em lesdes anasarcas da MBM na cultura do

milho (SAUER et al., 2014).

2.1.5 Manejo da doenca

Atualmente o controle genético, com a utilizacdo de hibridos resistentes, € a principal
forma de controle da MBM (LOPES et al., 2007). Porém, apesar dos riscos de perdas na
producdo, os produtores ainda utilizam hibridos suscetiveis, por serem mais produtivos,
tornando indispensavel o manejo das doengas do milho, com a utilizagdo de produtos quimicos
como fungicidas e antibidticos (MANERBA et al., 2013).

A eficacia de controle da MBM pelas aplicacdes de fungicida mancozebe, em dois
estadios (V6 - seis folhas expandias e/ou pré-pendoamento), demostraram uma interagao
significativa entre hibridos com diferentes suscetibilidades a doenca. Nos hibridos suscetiveis
a menor area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) foi observada com duas
aplicacdes de mancozebe, enquanto que a aplicagdo de mancozebe nao resultou em diferenca
significativa na AACPD dos hibridos resistentes (PEREIRA et al., 2012).

Os antibiodticos oxitetraciclina e estreptomicina apresentam um controle significativo da
MBM. Porém inferior ao tratamento com o fungicida protetor mancozebe (MANERBA et al.,
2013). A aplicacdao do fungicida sistémicos azoxistrobina + ciproconazol resultou na maior
produtividade da cultura, entretanto, a AACPD da MBM foi maior, quando comparado com o
antibidtico casugamicina, o fungicida epoxiconazol + piraclostrobina, o cloreto de benzalconio

e um fermentado de Penicillium spp. (JULIATTI et al., 2014).

2.2 INDUTORES DE DEFESAS

Atualmente, ¢ crescente a preocupagdo com a prote¢do de plantas e com a seguranga

alimentar, associado a reducdo do uso de produtos quimicos. Em fungdo disto, pesquisadores



20

buscam alternativas no controle de doencas, como a inducao de defesas de plantas. As plantas
apresentam naturalmente mecanismos de defesa, estruturais e bioquimicos. Estas podem estar
pré-formados (basais) ou ser formados apds o contato entre o patégeno ou indutor com o
hospedeiro (induzidas) (BEKTAS; EULGEM, 2015).

Os mecanismos estruturais sdo caracterizados pela formacdo de barreiras fisicas a
penetragdo e colonizacdo do patdgeno nos vegetais. Os mecanismos bioquimicos abrangem
uma serie de substancias capazes de inibir o desenvolvimento do patégeno e fazem parte do
sistema imunologico dos vegetais. A ativagdo do sistema imunoldgico € controlada pelos genes
do hospedeiro, que reconhece os elecitores do patdgeno ou substancias indutoras de defesas
(GARCION et al., 2007; SCHWAN-ESTRADA et al., 2008).

Assim a exposicdo a agentes bidticos (microrganismos ndo patogénicos, cOmo
inoculantes) e abidticos (proteinas; polissacarideos, fitohormonios, aminoacidos e nutrientes,
como fosforo, potdssio e silicio), podem induzir a produgdo das defesas das plantas,
promovendo a resisténcia das plantas a diversos agentes patogénicos (REGLINSKI; DANN;
DEVERALL, 2014).

2.2.1 Azospirillum brasilense

No entorno das raizes das plantas se forma a rizosfera, composta de uma comunidade
de microrganismos que se aproveitam dos exsudatos das plantas. Alguns destes microrganismos
podem produzir substancias promotoras de crescimento, como fitohormonios, além de diminuir
e prevenir o efeito deletério de fitopatégenos (BENEDUZI; AMBROSINI; PASSAGLIA,
2012).

A bactéria Azospirillum brasilense, devido a uma variedade de mecanismos, como
fixacdo de nitrogénio (N2) atmosférico, produgdo de fitohormonios e reducdo de nitrato e
fosfato, ¢ utilizada como inoculante, promovendo o crescimento de plantas, principalmente nas
culturas do milho, arroz e trigo (AMBROSINI; SOUZA; PASSAGLIA, 2016).

Na cultura do milho a utilizacao de Azospirillum brasilense altera o metabolismo e a
morfologia das plantas, através do aumento na produgdo de raizes, pelo desenvolvimento de
pelos radiculares, que melhoram a absorcdo de agua e nutrientes (SAIKIA et al., 2012;
BASHAN; HOLGUIN; BASHAN, 2004). Consequentemente, a utilizacdo de Azospirillum

brasilense em tratamento de sementes promove maior altura de planta, didmetro de caule, indice
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de clorofila, massa seca de caule e raiz, peso de mil graos e rendimento de graos de milho
(COSTA et al., 2015).

Diversos autores relataram uma maior produtividade do milho com a utilizagdo de
Azospirillum brasilense, com aumento de rendimento de grdos em uma faixa de 6 a 27%
(BARTCHECHEN et al., 2010; BRACCINI et al., 2012; HUNGRIA et al., 2010; KAPPES et
al., 2013; LANA et al., 2012; MAZZUCHELLI et al., 2014; PORTUGAL; PERES; GARE,
2016).

Embora, ndo hajam relatos na reducao da severidade ou incidéncia de doengas na cultura
do milho, a utilizagdo de A. brasilense em tomate promoveu a reducdo da incidéncia de
Rhizoctonia solani e Pseudomonas syringae pv., sob baixa pressdo de inodculo, podendo estar
associado a supressdo dos patdgenos ou a inducdo de defesas da cultura (BASHAN; DE-
BASHAN, 2002; GUPTA; ARORA; SRIVASTAVA, 1995).

A interagdo entre as células do tomate e Azospirillum sp. resultaram na ativagdo do
sistema imunolégico das plantas, reduzindo o tamanho das lesdes de Botrytis cinerea (FUGITA
et al., 2017). A. brasilense também reduziu a severidade de plantas de arroz a Piricularia
oryzae. Entretanto, ainda ndo estdo definidos quais os mecanismos de defesa induzidos
(YASUDA et al., 2009).

Fukami et al. (2017) avaliou os efeitos da aplicagdo de 4. brasilense, sobre a indugao
de tolerancia ao estresse vegetal e genes de defesa do milho, utilizando as cepas Ab-V5 e Ab-
V6, via tratamento de sementes e pulverizagdo. A inoculagdo com A4. brasilense em plantas de
milho, resultou na regulacao dos genes relacionados ao estresse oxidativo e genes relacionados
a patogénese, como PRI ¢ prp4, aumentando a resisténcia das plantas de milho ao estresse

bidtico e abidtico.

2.2.2 Silicio

O silicio (Si) € o segundo elemento mais abundante e compreende até 70% da massa do
solo. Porém, ndo ¢ considerado um elemento essencial para desenvolvimento das plantas. (MA;
YAMAII, 2006) Geralmente o silicio é absorvido na forma de acido silicio (Si(OH)4), com
auxilio dos transportadores de membrana plasmatica Lsi/ e Lsi2 (MA; YAMAII, 2006; MA et
al., 2006, 2007, 2008). O acimulo de Si em plantas promove diversos efeitos benéficos a

diversas espécies, principalmente em dicotiledoneas (EPSTEIN, 1994).
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Silicio, como indutor de defesas das plantas, foi descoberto nos anos 60, desde entdo
sdo relatados as supressdes de diversas doencas, como: Piricularia oryzae e Bipolaris oryzae
em arroz (SANTOS et al., 2003; ZANAO JUNIOR et al., 2009), Cercospora coffeicola em café
(POZZA et al., 2004) e Puccinia melanocephala e Leptosphaeria sacchari em cana-de-agtcar
(DEAN; TODD, 1979; RAID; ANDERSON; ULLOA, 1992).

A aplicagdo de silicio na cultura do milho propicia a resisténcia das plantas a lagarta
Spodoptera frugiperda (GOUSSAIN et al., 2002). Porém, ndo ha trabalhos avaliando a
utilizagdo do silicio na reducao da severidade de doencgas na cultura do milho.

As respostas de defesa de plantas mediadas pelo silicio sdo uma combinagdao de
mecanismo fisicos, bioquimicos e moleculares. O silicio promove a forma¢do de uma barreira
fisica de pré-infecgdo, através do acumulo de silicio na parede celular das culturas, pela
salificagdo das células e formacao de uma dupla camada de cuticula-silica, que dificulta a
penetracao dos patogenos, além de barreiras pos- infec¢ao, pelo reforco da parede celular e
formagdo de papilas no local da infecgao (PEREIRA et al., 2009; RODRIGUES et al., 2003;
SILVA et al., 2012).

Além disso, o silicio atua como sinalizador que induz a formagdao de barreiras
bioquimicas, como, a formagao de compostos fendlicos e aumento da atividade de enzimas de
defesa, quitinases, [-1,3-glucanases, peroxidases, polifenoloxidases, lipoxigenases e
fenilalanina amodnia-liases. Durante a interacao patogeno-hospedeiro, o silicio atua em nivel
molecular, regulando a expressao de genes envolvidos nas respostas de defesa (SILVA et al.,

2012; WANG et al., 2017).
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CAPITULO I

SILICIO E Azospirillum brasilense NA RE})UCAO DA SEVERIDADE DE Pantoea
ananatis EM HIBRIDOS DE MILHO

RESUMO

A mancha branca do milho (MBM) (Pantoea ananatis) € a principal doenga da cultura e em
condicdes severas reduz significativamente a produtividade. A utilizacao de agentes bidticos e
abioticos pode induzir defesas nas plantas. H4 relatos na literatura em que o silicio e
Azospirillum brasilense induzem as defesas das plantas. Nesse contexto, induzir as defesas das
plantas de milho pode ser uma alternativa para a redugdo da MBM. O objetivo do trabalho fo1
avaliar os indutores de defesa, silicio e Azospirillum brasilense, na reducao da severidade da
MBM. Os experimentos foram realizados em casa-de-vegetagdo, em bifatorial 7 x 3. O fator
dos indutores de defesas foi formado por duas doses de silicio aplicado via foliar (2,0 € 4,0 1 ha”
! de silicato de potassio) e quatro doses de Azospirillum brasilense, também aplicado via foliar
(300 e 600 ml ha!) e via tratamento de semente (150 e 300 ml ha™'), além de uma testemunha.
O fator dos hibridos foi formado por trés hibridos de milho suscetiveis (P1680YH, AG8780 e
SUPREMO). A bactéria Pantoea ananatis foi inoculada por pulverizagao sete dias apds a
aplicacao indutores. A avaliagdo foi realizada uma semana ap6s a inoculagdo, pela contagem
de lesdes na folha inoculada e os dados foram transformados para severidade. A interagdo entre
os fatores foi significativa, pois os hibridos AG8780 e SUPREMO nao apresentam diferenga
significativa entre os niveis dos indutores de defesa. Enquanto no hibrido P1680YH os
tratamentos com silicio e Azospirillum brasilense reduziram significativamente a severidade da
Pantoea ananatis.

Palavras-chave: Indu¢do de defesas. Doenga. Mancha branca do milho. Severidade. Zea Mays.
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CAPITULO I

SILICON AND Aczospirillum brasilense IN THE REDUCTION OF Pantoea ananatis
SEVERITY IN CORN HIBRIDES

ABSTRACT

The maize white spot (MWS) (Pantoea ananatis) is the main disease of the crop and in severe
conditions it significantly reduces yield. The use of biotic and abiotic agents can induce plant
defences. There are reports in the literature in which silicon and Azospirillum brasilense induce
plant defences. In this context, inducing the defences of maize plants may be an alternative for
reducing MWS. The objective of this study was to evaluate the defines inducers, silicon and
Azospirillum brasilense, in reducing the severity of MWS. The experiments were carried out in
greenhouse, in a 7 x 3 factorial. The factor of the defensive inducers was formed by two doses
of'silicon applied by leaf (2.0 and 4.0 1 ha-1 of potassium silicate) and four doses of Azospirillum
brasilense, also applied via foliar (300 and 600 ml ha-1) and via seed treatment (150 and 300
ml ha-1), in addition to a control. The hybrids factor was formed by three susceptible maize
hybrids (P1680YH, AG8780 and SUPREMO). The bacterium Pantoea ananatis was inoculated
by spraying seven days after the application of inducers. The evaluation was performed one
week after inoculation by counting lesions in the inoculated leaf and the date were transformed
to severity. The interaction between the factors was significant, since the AG8780 and
SUPREMO hybrids did not present significant difference between the levels of the defence
inducers. While in the hybrid P1680YH the treatments with silicon and Azospirillum brasilense

significantly reduced the severity of Pantoea ananatis.

Key-words: Induction of defences. Disease. White corn spot. Severity. Zea mays.
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3 INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) ¢ uma das principais culturas no cenario agricola brasileiro e
segundo CONAB (2018) a area cultivo estimada, na safra 2017/2018, ¢ de aproximadamente
17.000 mil hectares, entretanto, devido ao aumento do cultivo da cultura soja na época de
primeira safra, atualmente 70% do cultivo do milho passou a ser realizado no periodo da
segunda safra.

A mudanga no periodo de cultivo do milho, associado ao manejo atual da cultura, como,
maiores populacdes de plantas, uso do sistema de plantio direto, hibridos de milho suscetiveis
e sistemas de irrigagdo, proporcionou a maior incidéncia e severidade das doengas na cultura.
Essas condigdes garantem um hospedeiro suscetiveis, a manuten¢do dos indculos € um
ambiente favoraveis ao desenvolvimento das doencas (PINTO; SANTOS; WRUCK, 2006).

A mancha branca do milho (MBM) € a principal doenca na cultura do milho e adquiriu
carater endémico em diversas regides produtoras do pais, podendo reduzir em até 60% a
produtividade de graos (BRITO et al., 2013). A MBM ¢ causada pela bactéria Pantoea ananatis,
entretanto, diversas espécies de fungicas oportunistas (Phaeosphaeria maydis, Phyllosticta sp.,
Phoma sp., P. sorghina, e Sporormiella sp.) podem colonizar lesdes pré-estabelecida pela
bactéria (LANZA et al., 2013; PACCOLA-MEIRELLES et al., 2001).

Os sintomas da MBM provocam a reducao da area fotossintetizante ativa da cultura.
Sao caracterizadas inicialmente por lesdes anasarcas circulares, pequenas e de coloracao verde
palida, ao decorrer do tempo, evoluem tornando-se lesdes circulares ou elipticas de coloragao
esbranquicada, necrdticas e secas, com 0,3 a 1,0 cm de didmetro (OLIVEIRA et al., 2004).

A utilizagao de hibridos com elevado potencial produtivo, porém, suscetiveis a MBM,
torna necessario a prote¢ao das plantas, para manutengdo da produtividade da cultura. Neste
contexto, € fundamental o estudo de alternativas de controle, visando a sustentabilidade
ecologica, seguranca alimentar e reducdo do uso de produtos quimicos na protecao das culturas.

Pois a exposi¢do a agente bidticos ou abidticos, podem induzir a produgdo das defesas
das plantas (REGLINSKI; DANN; DEVERALL, 2014). Os indutores de defesa desencadeiam
uma serie de mecanismos de defesa que resultam na maior prote¢do das culturas diversos
agentes patogénicos (GOZOO; FAORO, 2013).

Existem diversos estudos que relatam o silicio e Azospirillum brasilense como

potenciais de indutores de defesas em diversas culturas (POZZA; POZZA; BOTELHO, 2015;
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ROMERO et al., 2003). Entretanto, ndo ha relatos na literatura do uso de silicio e Azospirillum
brasilense na reducao da severidade da MBM em milho.

Os efeitos benéficos do silicio na indugdo das defesas das plantas as doengas causadas
por fungos e bactérias sdo mediados por uma combinagdo de mecanismos fisicos, bioquimicas
e moleculares (POZZA; POZZA; BOTELHO, 2015; WANG et al, 2017).

A bactéria Azospirillum brasilense, atualmente utilizada como inoculante em milho,
proporciona fixacdo de nitrogénio e producdo de hormodnios de crescimento, resultando em
aumento da produtividade de graos (AMBROSINI; SOUZA; PASSAGLIA, 2016). Além disto,
a inoculagdo com A. brasilense em plantas de milho resultou na regulacao de genes relacionados
ao estresse oxidativo e genes relacionados a patogénese, como PRI e prp4, aumentando a
resisténcia das plantas de milho ao estresse biotico e abidtico (FUKAMI et al. 2017).

Nesse contexto a utilizagdo de indutores de defesa, como silicio e Azospirillum
brasilense, podem apresentar uma importante ferramenta no controle da Pantoea ananatis na

cultura do milho.
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4  MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL E EPOCA DO EXPERIMENTO

O experimento foi conduzido em etapas. Primeiramente, se realizou o isolamento, a
manipulagdo e a multiplicagdo do indculo de P. ananatis no Laboratorio de Fitopatologia da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). Posteriormente, o experimento foi conduzido
na casa de vegetacdo do Departamento de Defesa Fitossanitaria da UFSM, com temperatura

controlada em 25 °C, no ultimo semestre de 2017.

4.2 OBTENCAO DO ISOLADO

O isolado de P. amanatis foi obtido a partir da coleta de folhas de milho que
apresentaram os sintomas iniciais da doenca, em uma lavoura comercial no municipio de Joia
— RS. Posteriormente, o material coletado foi encaminhado ao Laboratério de Fitopatologia da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). As lesdes iniciais da MBM foram destacadas
das folhas, para posterior desinfeccao e cultivo em meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA),
onde foram mantidas em camera de crescimento (BOD), a 30° C por 48 horas. Apos crescimento

das coldnias, o patdgeno foi identificado como P. ananatis e repicado.

4.3 TESTE DE PATOGENICIDADE

Para confirmar o isolamento e a patogenicidade da bactéria Pantoea ananatis, foi
realizada a inoculacdo, via pulverizagdo, de uma suspensao do patdégeno no hibrido P1680YH,
suscetivel a MBM, a fim de avaliar o desenvolvimento das lesdes caracteristicas da doenga. A
suspensdo foi preparada pela raspagem das coldnias cultivadas em meio BDA, em cdmara de

crescimento (BOD), a 30° C por 48 horas, utilizando uma solu¢do salina de 0,85% NacCl.

4.4 EXPERIMENTO

As unidades experimentais (UEs) foram constituidas por vasos (5,0 L), preenchidos com
substrato estéril, da marca comercial MECPLANT®, contendo duas plantas de milho,

semanalmente submetidas ao rodizio aleatorio. Com delineamento inteiramente casualizado e
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quatro repeti¢des, se formou um bifatorial 7 x 3, onde o fator A representou os niveis dos
indutores de defesa e o fator D os hibridos avaliados.

O fator D foi formado com 3 hibridos de milho suscetiveis a MBM, o P1680YH,
AG8780 ¢ SUPREMO. O fator A foi formado pela aplicagdo de silicio e Azospirillum

brasilense em doses e formas diferentes, segundo a tabela 1.

Tabela 1 - Descricdo dos tratamentos utilizados com dose e forma de aplicacao de silicio e 4.
brasilense na reducao da severidade da Pantoea ananatis em milho.

TRAT. INDUTORES DE DEFESAS DOSE APLICACAO

1 Testemunha - -

2 A. brasilense 150 ml/ 50 kg Tratamento de sementes
3 A. brasilense 300 ml/ 50 kg Tratamento de sementes
4 A. brasilense 300 ml ha! Pulverizacio

5 A. brasilense 600 ml ha! Pulverizagao

6 Silicio 2,0 L ha'! Pulverizacio

7 Silicio 4,0 Lha™! Pulverizacio

Os tratamentos com silicio foram formados pela aplicacdo de silicato de potdssio com
produto da marca comercial Supa Silica®, com concentragdo de 20% de silicio. Os tratamentos
com A. brasilense foram efetuados pela aplicagao do produto com marca comercial AzoTotal
Max®, com 2x10® UFC ml™! das estirpes abv5 e abv6 de A. brasilense.

As aplicagdes via tratamento de sementes (TS) com Azospirillum brasilense foram
realizadas previamente a semeadura, em ambiente climatizado a 23° C, enquanto as aplicagdes
via pulverizacao foram realizadas, na casa de vegetacdo, uma semana antes da inoculagdo, aos
18 dias apos a emergéncia, utilizado um aparelho costal a CO», com pressao constante de 40

libras pol, totalizando um volume de calda de 150 1 ha™.

4.5 INOCULACAO DE Pantoea ananatis

A inoculagdo do patdgeno foi realizada no mesmo dia para todos os hibridos, quando as
plantas de milho apresentavam 25 dias de desenvolvimento apds a emergéncia. Previamente
foi realizada uma raspagem na face abaxial da Giltima folha expandida do milho, utilizando uma

esponja multiuso nova. Em seguida foi pulverizada uma suspensdo de indculo de P. ananatis.
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A suspensdo foi preparada pela raspagem das coldnias cultivadas em meio BDA, em
camara de crescimento (BOD), a 30° C por 48 horas, utilizando uma solucdo salina de 0,85%
NaCl. A concentragdo obtida na solugdo foi quantificada através de uma diluicdo seriada e
posterior inoculagdo em placas com BDA, para contagem das unidades formadoras de colonias
(UFCs) (adaptado LANZA, et al. 2013). A suspensido formada totalizou 6,04 x 10® UFC ml!

de Pantoea ananatis.

4.6 AVALIACAO E ANALISE ESTATISTICA

As avaliagdes foram realizadas, com auxilio de um demarcador de 200 cm?, pela
contagem e medi¢do das lesdes provocadas por P. ananatis, nas folhas inoculadas. Com o
numero e tamanho médio das lesdes, em uma area conhecida, os dados obtidos foram
transformados em severidade (%).

Os dados foram submetidos a andlise de variancia individual (p < 0,05), em esquema
fatorial, indutores (7) x hibridos (3). Os dados foram analisados, pelo teste F e posteriormente
as médias dos tratamentos foram separados pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de

probabilidade de erro, com auxilio do software estatistico Sisvar (FERREIRA, 2011).
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5  RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 PATOGENECIDADE de P. ananatis

A inocula¢do do isolado de Pantoea ananatis no hibrido P1680YH resultou em
sintomatologia semelhante a lesdes iniciais encontradas em infec¢do natural em condigdes de

campo, figura 1.

Figura 1 — Ilustragdo da semelhanga entre as lesdes iniciais da mancha branca do milho, apds
inoculagdo artificial com Pantoea ananatis e lesdes encontradas em infec¢do natural a campo,
no hibrido P1680YH. Santa Maria — RS.

Inocula;é‘é )
§ Pantoea ananatis

5.2 SEVERIDADE DA P. ananatis

A interagdo entre os niveis dos indutores de defesa (silicio e A. brasilense) e hibridos,

segundo a andlise da variancia, foi significativa para a severidade da P. ananatis (Tabela 2).

Tabela 2 — Resumo da andlise da varidncia conjunta dos fatores dos indutores de defesa (Silicio
e Azospirillum brasilense) e dos hibridos, para severidade da P. ananatis. Santa Maria — RS.

FV! G.L.2 QM3 Fc Pr>Fc
Indutores de defesas 6 12478,60 24,71 0,00
Hibridos 2 493092,02 976,48 0,00
Indutores de defesas x Hibridos 12 10572,69 20,93 0,00
Erro 63 504,96
cv.t 24,66

! Fonte de variagdo; 2 Graus de liberdade; 3 Quadrado médio; e * Coeficiente de variacio
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O hibrido de milho P1680YH apresentou a maior severidade da Pantoea ananatis, em
todos os niveis dos tratamentos com indutores de defesa, quando comparados aos demais
hibridos. Enquanto, os hibridos AG8780 e SUPREMO apresentaram uma baixa suscetibilidade
a inoculagdo deste isolado de Pantoea ananatis, ndo diferindo significativamente entre os niveis

dos tratamentos com os indutores de defesas (Tabela 3).

Tabela 3 - Médias da severidade (%) da mancha branca do milho na combinagdo dos fatores,
hibridos x indutores de defesa. Santa Maria — RS.

Hibridos
Indutores de defesa
P1680YH AG8780 SUPREMO
Testemunha 42,89 dB3 3,55 aA 0,91 aA
A. brasilense TS' (150 ml/ 50 kg sem) 33,97 cB 2,9 aA 0,86 aA
A. brasilense TS (300 ml/ 50 kg sem) 30,01 bB 2,11 aA 0,31 aA
A. brasilense Foliar? (0,3 1ha™) 41,25 dB 2,26 aA 1,40 aA
A. brasilense Foliar (0,6 1 ha™) 36,17 cB 3,11 aA 2,48 aA
Silicio (2,0 1 ha™) 15,07 aB 2,10 aA 1,11 aA
Silicio (4,0 1 ha™) 17,27 aB 1,95 aA 0,60 aA

"Tratamento de sementes. 2 Aplicacdo via foliar. > Médias seguidas pela letra minuscula se diferem entre as linhas
e as letras maiusculas se diferem entre as colunas pelo teste de Scott-Knott a nivel de 5% de probabilidade.

Para o hibrido P1680YH os tratamentos com silicio, nas doses de 2,0 ¢ 4,0 1 ha™',
resultaram na menor severidade da P. ananatis, reduzindo aproximadamente 60 % da
severidade da doenga. Assim, o silicio pode ser utilizado na cultura do milho, como alternativa
de controle da MBM, visto que, a cultura apresenta uma elevada a absor¢ao e acimulo de silicio,
correspondendo de 0,5 a 0,7 % de silicio na massa seca (ANDRADE et al., 2014).

O silicio apresenta um papel importante auxiliando as plantas a superar estresses
bidticos e abioticos. Pois, o acimulo de silicio nas plantas, possibilita, além da formacao de
uma barreira fisica na parede celular e cuticula, diversas respostas bioquimicas que promovem
a inducao das defesas das culturas (PEREIRA, et al. 2009; RODRIGUES, et al. 2003; SILVA,
et al. 2012). O silicio potencializa o metabolismo celular, atuando no controle de eventos de
sinalizacdo para a sintese de compostos antimicrobianos e como sinalizador regulando a
expressdo de genes de resposta ao estresse vegetal (WANG et al., 2017).

A aplicagdo de 4. brasilense, via tratamento de sementes, na dose de 300 ml para 50 kg
de sementes, reduziu em 30 % a severidade da doenga, seguido pelos demais tratamentos com

A. brasilense, aplicado via tratamento de semente e por pulverizacdo via foliar, que também
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reduziram a severidade da MBM. Resultados importantes, uma vez que, a bactéria Azospirillum
brasilense ¢ utilizada na cultura do milho como inoculante. Promovendo a fixagdo de nitrogénio
(N2) atmosférico, producgao de fitohormonios e reducdo de nitrato e fosfato, que resultam em
acréscimo na produtividade da cultura do milho em até¢ 27 % (AMBROSINI; SOUZA;
PASSAGLIA, 2016; PORTUGAL; PERES; GARE, 2016).

A redugdo da severidade da Pantoea ananatis em milho, pela aplicagdo de A. brasilense
via tratamento de sementes ou via pulverizagdo foliar, confirma os resultados de Fukami et al.
(2017), onde a inoculagdo com A. brasilense em plantas de milho resultou na regulagdo de
genes relacionados ao estresse oxidativo e genes relacionados a patogénese, como PRI ¢ prp4,
aumentando a resisténcia das plantas de milho ao estresse bidtico e abiodtico.

Os hibridos AG8780 e SUPREMO sao caracterizados como suscetiveis a MBM.
Porém, apresentaram tolerancia no desenvolvimento das lesdes da MBM, como visivel na
figura 3. Fato que pode estar relacionado com diferente suscetibilidade dos hibridos ao isolado

testado.

Figura 2 — ITlustracdo da diferenca entre as lesdes e a severidade da Pantoea ananatis nos
hibridos P1680YH, AG8780 ¢ SUPREMO. Santa Maria — RS.

P1680YH AG8780 SUPREMO
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos indicam o silicio e o Azospirillum brasilense como potenciais
indutores de defesas e alternativa de controle da mancha branca do milho. Uma vez que o silicio,
aplicado via folia (2,0 € 4,0 1 ha!), reduz em 60% a severidade da doenga. E o Azospirillum
brasilense, aplicado via tratamento de semente ou foliar, reduz em até 30 % a severidade da
Pantoea ananatis.

O hibrido P1680YH, apresentou a maior severidade da MBM, quando comparado aos
demais hibridos AG8780 e SUPREMO, que apresentaram uma baixa suscetibilidade ao isolado
testado. A diferente sensibilidade dos hibridos (suscetiveis a MBM) ao isolado testado, pode
servir como base para futuros estudos, que possam esclarecer a interacdo entre hibridos e

1solados de P. ananatis obtidos de diferentes locais.
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CAPITULO I1

CONTROLE QUIMICO DE Pantoea ananatis, ASSOCIADO AO SILICIO E
Azospirillum brasilense

RESUMO

A mancha branca do milho (MBM) (Pantoea ananatis) ¢ a principal doenca do milho e em
condicdes severas pode reduzir significativamente a produtividade da cultura. A utilizagao de
hibridos suscetiveis a MBM torna necessaria o uso de produtos quimicos no controle da doenca.
Diversos agentes bidticos e abidticos sdo considerados indutores de defesas. A associagdo de
indutores de defesa ao controle quimico pode auxiliar na reducdo da MBM. O objetivo do
trabalho foi avaliar se o silicio e Azospirillum brasilense reduzem a severidade da MBM,
associados ou nao a dois fungicidas (picoxistrobina + ciproconazole € mancozebe) e um
antibidtico (casugamicina). O experimento a campo totalizou 15 tratamentos, com as
combinacdes de silicio, 4. brasilense e produtos quimicos, além da testemunha. Foram
avaliadas a severidade da MBM e produtividade da cultura, utilizando o hibrido P1680YH. O
fungicida mancozebe resultou na menor taxa de progresso da severidade e area abaixo da curva
de progresso da doenga da MBM, resultando na maior produtividade da cultura. O silicio e
Azospirillum brasilense reduziu a severidade da MBM, auxiliando no controle quimico e
aumentando a produtividade. Quando associado aos produtos quimicos o Azospirillum
brasilense reduziu a eficacia dos produtos quimicos aumentado a severidade da MBM. O
experimento em laboratério avaliou a eficacia dos ingredientes ativos dos produtos quimicos
testados, sob a bactéria Pantoea ananatis, em placas de petri. A bactéria apresentou uma
elevada sensibilidade ao fungicida mancozebe, uma baixa sensibilidade aos antibidtico
casugamicina e foi insensivel aos ingredientes ativos ciproconazol e picoxistrobina, isolados ou
associados.

Palavras-chave: Doenca. Mancha branca. Severidade. Zea Mays.
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CAPITULO I1

CHEMICAL CONTROL OF Pantoea ananatis ASSOCIATED WITH SILICON AND
Azospirillum brasilense

ABSTRACT

The maize white spot (MWS) (Pantoea ananatis) 1s the main corn disease and under severe
conditions can significantly reduce crop yield. The use of hybrids susceptible to MBM makes
it necessary to use chemicals to control the disease. Several biotic and abiotic agents are
considered defensive inducers. The association of defence inducers to chemical control may
help to reduce MWS. The objective of this work was to evaluate if silicon and Azospirillum
brasilense reduce the severity of MWS, associated or not with two fungicides (picoxystrobin +
ciproconazole and mancozeb) and one antibiotic (casugamycin). The field experiment totalled
15 treatments, with the combinations of silicon, 4. brasilense and chemical products, besides
the control. The severity of MWS and crop productivity were evaluated using the hybrid
P1680YH. The mancozeb fungicide resulted in the lower rate of progression of the severity and
area below of disease progress curve the MWS, resulting in higher crop productivity. Silicon
and Azospirillum brasilense reduced the severity of MWS, aiding in chemical control and
increasing productivity. When associated with chemicals, Azospirillum brasilense reduced the
effectiveness of chemicals by increasing the severity of MBM. The laboratory experiment
evaluated the efficacy of the active ingredients of the tested chemicals under the bacterium
Pantoea ananatis in petri dishes. The bacterium presented a high sensitivity to the fungicide
mancozeb, a low sensitivity to the antibiotic casugamycin and was insensitive to the active

ingredients cyproconazole and picoxystrobin, isolated or associated.

Key-words: Disease. White spot. Severity. Zea Mays.
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8 INTRODUCAO

O milho (Zea mays) ¢ uma das principais culturas no cendrio agricola brasileiro,
segundo CONAB (2018a) ¢ estimada uma producao de 92.000 mil toneladas de graos durante
safra e safrinha de 2017/2018. Porém, atualmente 70 % da producdo passou a ser realizada no
periodo de segunda safra, ap6s o cultivo da cultura da soja.

A migracdo no periodo de cultivo do milho, associado ao manejo da atual da cultura,
como utilizagdo de hibridos suscetiveis, com elevadas densidades populacionais de plantas em
sistema de plantio direto, porém, com sucessdao anual de cultivo, além do uso de sistemas de
irrigacdo, propiciam a manutencdo do inoculo e condigdes climaticas e microclimaticas
favoraveis ao desenvolvimento das doengas na cultura (CONAB, 2018b; PINTO; SANTOS;
WRUCK, 2006).

A mancha branca do milho (MBM) ¢ a principal doenca na cultura do milho e adquiriu
carater endémico em diversas regides produtoras do pais, podendo reduzir em até 60% a
produtividade de graos (BRITO et al., 2013). O agente etiologico da MBM foi inicialmente
descrito como o fungo Phaeosphaeria maydis por Rane; Payak; Renfro (1966).

Entretanto, estudos atuais tém questionado a patogenicidade da P. maydis e atribuindo
a bactéria Pantoea ananatis como agente causal da MBM. No entanto, diversas espécies
fungicas oportunistas (Phaeosphaeria maydis, Phyllosticta sp., Phoma sp., P. sorghina, ¢
Sporormiella sp.) podem colonizar lesdes pré-estabelecida pela bactéria (LANZA et al., 2013;
PACCOLA-MEIRELLES et al., 2001).

Os sintomas caracteristicos da MBM apresentam-se inicialmente por lesdes anasarcas
circulares pequenas de coloracao verde palida, no decorrer do tempo, as lesdes se ampliam,
chegando a medir de 0,3 a 1,0 cm de diametro, tornando-se lesdes circulares ou elipticas de
coloracdo esbranquigada, necroticas e secas (OLIVEIRA et al., 2004). Os sintomas da MBM
provocam a reducao da area fotossintetizante ativa da cultura do milho, reduzindo a fotossintese
liquida e consequentemente a produtividade de graos (GODOY; AMORIM; FILHO, 2001).

A utilizagdo de produtos quimicos em hibridos suscetiveis a MBM ¢ indispensavel para
manuten¢do da produtividade da cultura. Dentre os produtos recomendados para o controle da
Pantoea ananatis, o fungicida protetor mancozebe tem apresentado uma elevada eficécia no
controle da MBM (MANERBA et al., 2013; PEREIRA et al., 2012).

Por se tratar de uma bactéria, Manerba et al. (2013), avaliou o antibidtico oxitetraciclina

+ estreptomicina, que apresentou um controle significativo da MBM, porém inferior ao
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tratamento com o fungicida mancozebe. O fungicida sist€émico azoxistrobina + ciproconazol
resultou na maior produtividade da cultura, porém, ndo teve a maior eficacia de controle da
MBM (JULIATTI et al., 2014),

A associagdo de produtos quimicos com indutores de defesa pode ser uma alternativa
para aumentar a eficacia de controle das doengas, aumentando a prote¢do de plantas e seguranga
alimentar (GOZOO; FAORO, 2013). A exposi¢cdo de agente bidticos (microrganismos nao
patogénicos, como inoculantes) e abioticos (proteinas; polissacarideos, fitohormonios,
aminodacidos e nutrientes, como fosforo, potassio e silicio), pode induzir a produgdo das defesas
de plantas, promovendo a resisténcia das plantas a diversos agentes patogénicos (REGLINSKI;
DANN; DEVERALL, 2014).

Diversos estudos relatam que o silicio € Azospirillum brasilense apresentam potencial
de inducdo de defesas em diversas culturas (POZZA; POZZA; BOTELHO, 2015; ROMERO
et al., 2003). Entretanto ndo ha relatos na literatura do uso de silicio e Azospirillum brasilense
na cultura do milho referentes a reducao da severidade da MBM.

O silicio ¢ um mineral, ndo essencial para as culturas, porém, muito utilizado e estudado
como indutor de defesas em plantas. As respostas de defesa de plantas mediadas pelo silicio
sdo uma combinagdo de mecanismos fisicos, bioquimicos ¢ moleculares (RODRIGUES, et al.
2003; SILVA, et al. 2012; WANG et al, 2017).

A bactéria Azospirillum brasilense, atualmente utilizada como inoculante em milho,
proporciona fixagdo de nitrogénio ¢ produg¢ao de hormonios de crescimento (AMBROSINI;
SOUZA; PASSAGLIA, 2016). Entretanto, estudos recentes relataram que a inoculagdo de A.
brasilense em plantas de milho resultou na regulagdo de genes relacionados ao estresse
oxidativo e genes relacionados a patogénese, como PRI e prp4, aumentando a resisténcia das
plantas de milho ao estresse biotico e abidtico (FUKAMI et al. 2017).

O objetivo do trabalho foi avaliar a eficicia de produtos quimicos associados ao uso de
substancias possiveis de induzir defesas, o silicio e Azospirillum brasilense, no controle da

Pantoea ananatis em um hibrido de milho suscetivel a MBM.
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9  MATERIAL E METODOS

9.1 EXPERIMENTO DE CAMPO

9.1.1 Local e época de semeadura do experimento

O experimento foi conduzido em sistema de semeadura direta, no dia 20 de janeiro de
2017, na Area Experimental do Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Santa
Maria (UFSM), em Santa Maria, Rio Grande do Sul. Localizada nas coordenadas 29° 43° Sul e
53° 44’ Qeste, com altitude média de 116 m.

O clima da regido ¢ classificado como Cfa (subtropical umido) conforme Koppen,
precipitacdo média anual de 1.712,4 mm e temperatura média anual de 19,1°C, sendo a média
maxima do més mais quente de 30,7°C e a minima do més mais frio de 9,8°C (HELDWEIN;
BURIOL; STRECK, 2009). Os dados climaticos referente a precipitacdo (mm) e temperatura
media didria, durante o desenvolvimento do experimento a campo, estdo representados na

Figura 1.

Figura 1 — Condicdes climaticas de precipitagdo (mm) e temperatura média (°C) durante o
experimento de campo. Santa Maria — RS.
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9.1.2 Manejo e hibrido

O delineamento utilizado foi o de blocos ao acaso com quatro repetigdes. As unidades
experimentais foram formadas por cinco fileiras com quatro metros de comprimento,
espagamento entre fileiras de 0,45 m e espagamento entre plantas de 0,278 m, totalizando uma
populagdo de 80.000 plantas por hectare. A area util considerada foi de 4,05 metros, utilizando
as trés fileiras centrais em trés metros no centro da parcela, para avaliagdes e colheita do
experimento.

O hibrido utilizado foi o P1680YH da DuPont Pioneer®, suscetivel a MBM. A adubacio
de base foi de 150 kg ha! de um formulado NPK (10-30-20) e a adubacio de cobertura foi de
200 kg ha! de ureia. Durante o desenvolvimento da cultura fez-se o manejo fitossanitério, através

de aplicagoes de inseticida e rogagem das plantas daninhas.

9.1.3 Tratamentos

Os tratamentos foram formados através da combinac¢do de Azospirillum brasilense,
aplicado via tratamento de sementes (100 g para 25 kg de semente), utilizando o produto de
marca comercial AzoTotal® com 2x10® UFC g, das estirpes abv5 e abvé de 4. brasilense e
silicato de potassio (2,0 1 ha™!), marca comercial Supa silica®, com concentragio de 20% de
silicio, associado ou nao a trés produtos quimicos comerciais.

O fungicida protetor Unizeb gold® (mancozebe), fungicida sistémico Aproach prima®
(picoxistrobina e ciproconazol) e o antibidtico Kasumin® (casugamicina). As combinag¢des das
substancias possiveis de induzir as defesas, silicio e Azospirillum brasilense, com os produtos
quimicos testados, formando os tratamentos, estdo descritos na tabela 1.

As aplicagdes dos tratamentos, menos do Azospirillum brasilense, foram realizadas em
duas etapas, nos estadios vegetativos de V8 (plantas com 8 folhas completamente expandidas) e
pré-pendoamento. As aplicagdes foram realizadas utilizando um pulverizador costal pressurizado
a CO2, com pressao constante de 40 libras pol? dotado de quatro pontas de pulverizacao tipo

leque 110.015, espacadas em 0,50 m, totalizando uma faixa de aplica¢do de 2,0 m e volume de

calda de 150 L ha™!.
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Tabela 1. Descrigao dos tratamentos utilizados no experimento a campo, com ingredientes ativos
(i.a.) e doses dos produtos quimicos e indutores de defesas testados. Santa Maria — RS.

Tratamentos Dose (i.a.)
Testemunha -
Azospirillum brasilense (AZO) — TS! 100g / 25 kg de sementes
Silicio 0,4 L ha!
Mancozebe 1,125 kg ha™!
Mancozebe + AZO 1,125 kg ha™! + 100g / 25 kg de sem.
Mancozebe + Silicio 1,125 kgha' +0,4 L ha'!
Mancozebe + AZO (TS) + Silicio 1,125 kg ha! + 100g / 25 kg de sem. + 0,4 L ha!
Picoxistrobina e Ciproconazol 80 gha'e 32 gha’
Picoxistrobina e Ciproconazol + AZO (TS) 80 gha! e 32 gha'+ 100g /25 kg de sem.
Picoxistrobina e Ciproconazol + Silicio 80gha'le32gha'+04Lha!
Picoxistrobina e Ciproconazol + AZO (TS) 80 gha'e 32 gha'+ 100g /25 kg de sem.
+ Silicio +0,4 L ha'!
Casugamicina 30 g ha'!
Casugamicina +AZO (TS) 30 g ha'+ 100g / 25 kg de sem.
Casugamicina + Silicio 30 gha'+ 04 L ha'!
Casugamicina + AZO (TS) + Silicio 30 g ha'+ 100g / 25 kg de sem. + 0,4 L ha™!

! Tratamento de sementes.

9.1.4 Avaliacao e analise estatistica

A severidade da MBM, de infeccdo natural, foi avaliada semanalmente a partir da
primeira aplicagao dos tratamentos, em V8, através da quantificagdo da area foliar lesionada na
folha da espiga, em 10 plantas aleatdrias da area util de cada unidade experimental, utilizando
a escala diagramadtica proposta por Sachs et al. (2011). De posse dos dados referentes a
severidade da MBM foi calculada a area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD),
utilizando a metodologia proposta por Shaner e Finney (1977).

A produtividade foi avaliada pela colheita das espigas da 4rea util, que posteriormente,
foram trilhadas em trilhadora estacionaria e os graos foram pesados e sua umidade foi
quantificada. Os dados foram extrapolados para Mg ha™!, com a umidade corrigida para 13,0%.

Os dados foram submetidos a analise de variancia a 5% de probabilidade pelo teste F e
as médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott, além da separacdo de grupos para
avaliacdo por contrates ortogonais, com auxilio do programa estatistico Sisvar (FERREIRA,

2011).



43

9.2 EXPERIMENTO DE SENSIBILIDADE IN VITRO

9.2.1 Local e época do experimento

O experimento foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia da Universidade Federal

de Santa Maria (UFSM) no ultimo semestre do ano de 2017.

9.2.2 Obtencao do isolado

O isolado de P. amnanatis foi obtido a partir da coleta de folhas de milho que
apresentavam os sintomas iniciais da doenga, em uma lavoura comercial no municipio de Joia
— RS. Posteriormente, o material coletado foi encaminhado ao Laboratério de Fitopatologia da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). As lesdes iniciais da MBM foram destacadas
das folhas, para posterior desinfeccao e cultivo em meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA),
onde foram mantidas em camara de crescimento (BOD), a 30° C por 48 horas. Apos crescimento

das colonias o patdgeno foi identificado e repicado.

9.2.3 Produtos quimicos

Os produtos quimicos utilizados estao descritos na tabela 1.

Tabela 2 - Produtos quimicos com marca comercial, ingrediente ativo e suas concentragdes
utilizados no experimento de sensibilidade in vitro sob a Pantoea ananatis. Santa Maria — RS.

Marca Comercial Ingrediente Ativo Concentracao
Aproach Prima® Picoxistrobina + Ciproconazol 200g L' +80 gL’
Oranis® Picoxistrobina 250 g L
Alto 100°® Ciproconazol 100 g L
Kasumin® Casugamicina 20g L!
Unizeb Gold® Mancozebe 750 g kg'!

9.2.4 Concentragoes avaliadas

Os produtos comerciais foram diluidos, utilizando adgua estéril, para formar as solugdes

bases. Em seguida para formar as solugdes experimentais foi adicionado 1 ml de cada solugao
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base, utilizando uma micropipeta digital, em 79 ml de meio de cultura de batata-dextrose-agar
(BDA), fundida e mantida a 50° C utilizando um banho maria digital, totalizando 80 ml de meio
de cultura com as concentragdes avaliadas de cada produto. Em seguida os meios de cultura
foram vertidos em placas de Petri, estéreis, formando quatro repeticdes por concentracdo. As

concentragdes avaliadas de cada produto quimico estdo descritas na tabela 2.

Tabela 2 — Concentragdes dos meios de cultura em parte por milhdo (PPM) dos ingredientes
ativos, formados para avaliar a sensibilidade in vitro da Pantoea ananatis.

Ingrediente Ativo Concentracio em PPM"*
Picoxistrobina + Ciproconazole 0-1700 -2100 - 2500 - 2900
Picoxistrobina 0-900-1300-1700 - 2100
Ciproconazole 0-1700-2100 - 2500 - 2900
Casugamicina 0-100 - 500 - 900 - 1300 - 1700 - 2100
Mancozebe 0-01-1-5-10

'PPM — Parte por milhao
9.2.5 Inoculacido de Pantoea ananatis

Apoés a formacao dos meios de cultura, em placas de Petri, contendo as diferentes
concentragdes dos produtos testados, foi realizada a inoculagdo de 1 ml, com auxilio de uma
micropipeta digital, da solugdo contendo colonias de Pantoea ananatis. A solugao foi formada
pela raspagem de 10 placas de Petri colonizadas pela bactéria, com auxilio de uma alga de
Drigalski e solug¢do salina (0,9 % NaCl), em seguida as colonias foram filtradas por gases

estéreis e diluidas em solugdo salina (0,9 % NaCl).

9.2.6 Delineamento e analise estatistica

Cada unidade experimental foi constituida por uma placa de Petri em delineamento
inteiramente casualizado, com quatro repeticdes. Os dados obtidos pela contagem de unidades
formadoras de colonia (UFC) foram utilizados para a analise da regressdo e calculo da DL50
(dosagem necessaria para inibir 50% das colonias de Pantoea ananatis) para cada produto, com
auxilio do software estatistico Sisvar (FERREIRA, 2011). Em seguida os produtos foram
classificados em quatro categorias, segundo sua DL50, de acordo com a escala adaptada de
Edgington et al. (1971), onde: insensiveis se a DL50 >50 PPM; moderadamente sensiveis se a

DL50 estiver entre 1e 10 PPM; altamente sensiveis se a DL50 < 1 PPM.
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10 RESULTADOS E DISCUSSAO

10.1 EXPERIMENTO DE CAMPO

10.1.1 Severidade e curva de progresso da MBM

Na figura 2 ¢ possivel observar o comportamento dos progressos das severidades da
MBM dos diferentes tratamentos, a partir da primeira semana ap6s a aplicagdo dos tratamentos
via foliar, realizada no estadio vegetativo de V8. Os diferentes produtos testados e suas
combinacdes com silicio e Azospirillum brasilense, formaram quatro grupos, com curvas de
progresso da severidade semelhantes.

Os tratamentos com o fungicida mancozebe e suas combinagdes com silicio e
Azospirillum brasilense resultaram nas menores taxas de progresso da MBM, reduzindo
aproximadamente 50% da severidade da MBM aos 56 DAA avaliacdo observada, em

comparagdo com a testemunha.

Figura 2 - Curvas de progresso da severidade de Pantoea ananatis no milho dos tratamentos
testados. Santa Maria — RS.

80 7 Testemunha
Azospirillum brasilense (AZO)
70 4 =—— Silicio
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o\o ------- Casugamicina + Silicio
% 50 Picoxistrobina e Ciproconazol + AZO
< Picoxistrobina e Ciproconazol + AZO + Silicio
:-g 40 — Picoxistrobina e Ciproconazol
g Picoxistrobina e Ciproconazol + Silicio
() = == = =  Mancozebe + AZO
»2 30 Mancozebe
- Mancozebe + AZO + Silicio
20 o == =———— Mancozebe + Silicio
10

! Dias Apo6s a Aplicacdo em V8§
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As curvas de progresso da severidade da MBM dos tratamentos isolados estdo
representadas na figura 3. O mancozebe apresentou a menor taxa de progresso da MBM,
seguido pelo tratamento com picoxistrobina + ciproconazol e casugamicina. O silicio reduziu a
taxa de progresso da MBM em relagdo a testemunha de forma semelhante ao antibidtico
casugamicina até os 28 dias apds a primeira aplicacdo (DAA), enquanto o Azospirillum
brasilense, aplicado em tratamento de semente, apresentou uma taxa de progresso da MBM

semelhante a testemunha até os 35 DAA.

Figura 3 - Curvas de progresso da severidade de Pantoea ananatis no milho dos tratamentos
sem as combinacdes com Azospirillum brasilense e Silicio. Santa Maria — RS.
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10.1.2 Produtividade e AACPD da MBM

As variaveis da area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) e produtividade
dos tratamentos estdo demostradas na tabela 3. A testemunha sem aplicagdo resultou na maior

AACPD de 1142,10 e a menor produtividade de 4,73 Mg ha™!, aproximadamente, 32% menor
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em comparagao ao tratamento formado pela combinacdo do mancozebe, silicio e 4. brasilense,
que resultou na maior produtividade da cultura, 6,95 Mg ha™..

Tabela 3 - Area abaixo da curva de progresso e produtividade de grios de milho. Santa Maria
—RS.

Tratamentos AACPD! Produtlvu_l]ade
Mg ha
Testemunha 1442,1 a? 4,73 ¢g*
Azospirillum brasilense (AZQO) 13384 b 5,38 ¢
Silicio 1278,4 b 5,15 f
Mancozebe 412,0 g 6,09 ¢
Mancozebe + AZO 430,3 ¢ 6,74 b
Mancozebe + Silicio 3139 h 6,52 b
Mancozebe + AZO + Silicio 361,0 h 6,95 a
Picoxistrobina e Ciproconazol 674,2 f 5,68 d
Picoxistrobina e Ciproconazol + AZO 745,3 e 5,90 ¢
Picoxistrobina e Ciproconazol + Silicio 639.6 f 5,81 d
Picoxistrobina e Ciproconazol + AZO + Silicio 764,8 ¢ 6,10 c
Casugamicina 1003,1 d 5,08 f
Casugamicina +AZO 1123,5 ¢ 5,42 e
Casugamicina + Silicio 956,7 d 5,14 f
Casugamicina + AZO + Silicio 1031,8 d 5,59 d
Ccv3 6,15 3,04

! Area abaixo da curva de progresso da doenca. 2 médias seguidas pela mesma letra, nas colunas, nio diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a nivel de 5% de probabilidade. * CV: coeficiente de variagdo.

Em estudos de eficacia de produtos quimico no controle da MBM, o fungicida protetor
mancozebe tem demonstrado uma elevada eficacia no controle da doenga, podendo resultar em
uma produtividade 100% maior, em compara¢do com a testemunha sem aplicagdo (MANERBA
et al., 2013). Entretanto, o controle da MBM com mancozebe sé ¢ significativo em hibridos de
milho suscetiveis a doenca (PEREIRA et al., 2012).

Estudos demostram que espécies bacterianas sdo sensiveis ao ingrediente ativo
mancozebe, apesar de ser classificado como fungicida, como as bactérias Xanthomonas
perforans e Pseudomonas syringae pv. tomato (COLIN; McCARTER, 1983; NASCIMENTO
et al., 2013). Entretanto, o mancozebe resulta no controle do agente causal da MBM, a bactéria
Pantoea ananatis, e também pode ser eficaz sobre os fungos oportunistas, como, P. maydis,
Phyllosticta sp., Phoma sp., P. sorghina, e Sporormiella sp., que podem colonizar as lesdes pré-

estabelecidas pela bactéria (BOMFETI et al., 2008).
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Esta logica pode explicar a baixa eficacia de controle da MBM pelo antibidtico
casugamicina, a campo, quando comparado com o fungicida mancozebe. Pois, as lesdes da P.
ananatis nao controladas pelo antibidtico, podem ser colonizadas pelos fungos oportunistas,
aumentando as lesoes da doenca ¢ dificultando a avaliagdo da severidade da MBM em relagao
eficacia do antibidtico sobre a Pantoea ananatis.

Sendo que, diversos estudos tém mostrado que antibidticos, como, casugamicina,
oxitetraciclina e oxitetraciclina + estreptomicina, reduzem a severidade da doenca a campo,
mas apresentam uma baixa eficacia de controle da MBM (COSTA et al., 2012; JULIATTI et
al., 2014; MANERBA et al., 2013).

Se a aplicagdo de silicio na cultura do milho, ndo aumenta o rendimento de graos
(FREITAS et al., 2011). A aplicacado silicio, via foliar, isolado ou associado aos produtos
quimicos, aumentou a resisténcia do hibrido de milho, suscetivel, a MBM. Pois, a aplica¢ao de
silicio reduziu a AACPD da MBM, aumentando o rendimento de graos da cultura.

A figura 4 ilustra a diferenca visual da eficacia de controle da MBM entre os produtos
quimicos testados, no hibrido P1680YH. Nos piores tratamentos, ¢ possivel observar a elevada

severidade da MBM, onde as lesdes coalesceram e as folhas estdo em processo de senescéncia.

Figura 4 — Ilustracdo da diferenca da severidade da mancha branca do milho entre os
tratamentos, pelas folhas da espiga coletadas aos 60 dias apds a primeira aplicagdo via foliar.
Santa Maria — RS.

Silicio Azospirillum Testemunha Casugamicina Picoxistrobina Mancozeb
brasilense e Ciproconazol

60 DAA'
! Dias Apo6s a Aplicagdo em V8.
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Para verificar o efeito do silicio e Azospirillum brasilense, isolados ou em combinagao
com os produtos quimicos, sobre as variaveis de AACPD e produtividade, foram formados
grupos de tratamentos para analise de comparagdo por contrastes ortogonais, através do teste F

(Tabela 4.)

Tabela 4 - Contrastes ortogonais entre os grupos de tratamentos e suas estimativas para AACPD
e produtividade. Santa Maria — RS.

Estimativas?!

Contrastes AACPD? Produtividade®
1 Testemunha x Tratamentos 9115.67 -242.36
2 Testemunha x Indutores de defesa (ID) 267,33 -17,81
3 Prod. x Prod. + AZO -209,90 -30,50
4 Prod. X Prod. + Silicio 178,98 -10,41
5 Prod. x Prod. + AZO + Silicio -68,33 -29,70
6 Prod. + AZO x Prod. + Silicio 388,88 20,10
7 Prod. + ID isolados x Prod. + ID associados -105,73 -28.79
8 Picox e Cipro x Picox e Cipro + AZO -71,18 -3,73
9 Picox e Cipro x Picox e Cipro + Silicio 34,53 -2,18
10 Picox e Cipro x Picox e Cipro + AZO + Silicio -90,60 -6,89
11 Picox e Cipro + AZO x Picox e Cipro + Silicio 105,70 1,55
12 Picox e Cipro + ID isolados x Picox e Cipro + ID associado -144,55 -7,87
13 Mancozebe x Mancozebe + AZO -18,33" -10,76
14 Mancozebe x Mancozebe + Silicio 98,08 -7,22
15 Mancozebe x Mancozebe + AZO + Silicio 50,98 -14,33
16 Mancozebe + AZO x Mancozebe + Silicio 116,40 3,55
17  Mancozebe + ID isolados x Mancozebe + ID associado 22,20™ -10,68
18 Casugam x Casugam + AZO -120,40 -5,71
19 Casugam x Casugam + Silicio 46,38 -1,01™
20 Casugam x Casugam + AZO + Silicio -28,70 -8,48
21 Casugam + AZO x Casugam + Silicio 166,78 4,70
22 Casugam + ID isolados x Casugam + ID associado 16,63™ -10,24

! Estimativas dos grupos contrastados (positivo quando o primeiro grupo ¢é superior ao segundo e negativo quando
o primeiro grupo ¢ inferior ao segundo). > Area abaixo da curva de progresso da doenga. * Produtividade sc ha’!

" Diferenca nio significativa ao teste F.

Abreviagdes: Casugam= Casugamicina; Picox e Cipro =Picoxistrobina e Ciproconazol; Prod. = Produtos

(Mancozebe + Casugam + Picox e Cipro); e ID = Indutores de defesa (AZO + Silicio).

A aplicagdo isolada de silicio e Azospirillum brasilense reduz a AACPD e aumenta a
produtividade da cultura, em relacdo a testemunha (Contraste 2 — Tabela 4). Entretanto, no
contraste 3, observa-se que, a aplicagdo de Azospirillum brasilense, em TS, quando foi

associado aos produtos quimicos, resultou em um maior desenvolvimento da doenga (AACPD),
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comparados a aplicacdo dos produtos quimico isolados, contradizendo o efeito positivo da
aplicagdo isolada do Azospirillum brasilense na reducdo da AACPD da MBM.

Esse efeito contraditorio, pode ser explicado devido ao periodo de estiagem, de 25 dias,
durante desenvolvimento do experimento, que iniciou logo apods a ultima aplicagdo dos
produtos quimicos, no estadio vegetativo de V12 (17/03). Este periodo de estiagem prolongado,
provavelmente, deixou as plantas de milho em uma condi¢do de estresse hidrico (Figura 5).

Em déficit hidrico a degradacdo dos ativos quimicos dos produtos nas plantas ¢
reduzida, em fun¢do da menor atividade fisioldgica, da queda na condutancia estomatica e do
fechamento dos estomatos das culturas (OHASHIET al., 2006; LEI et al., 2006).

Porém, as plantas inoculadas com Azospirillum brasilense possivelmente estavam com
um menor estresse hidrico. Uma vez que, a aplicacdo de Azospirillum brasilense proporciona
um maior volume de raizes, que incrementa o conteudo de dgua das folhas, podendo mitigar o

estresse hidrico de plantas de milho, que tiveram uma reducao de até 75% no suprimento de

agua (CASANOVAS et al., 2002).

Figura 5 — Comportamento das curvas de progresso da mancha branca do milho do controle
quimico ciproconazol + picoxistrobina, associado ou ndo Azospirillum brasilense, via
tratamento de sementes, da testemunha e precipitacdo diaria (mm) durante o experimento a

campo. Santa Maria — RS.
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Na figura 5, assim como a AACPD, ¢ possivel observar que o progresso da severidade
da MBM foi maior quando o tratamento com ciproconazol + picoxistrobina foi associado ao
Azospirillum brasilense (TS), durante o periodo de estiagem.

Ou seja, os tratamentos com os produtos quimicos associados ao Azospirillum
brasilense, provavelmente estavam em uma condigdo de menor estresse hidrico e
consequentemente tiveram os ingredientes ativos dos fungicidas degradados mais rapidamente
pela planta, aumentando a severidade e AACPD da MBM. Enquanto, os tratamentos com os
produtos quimicos ndo associados ao Azospirillum brasilense, estavam provavelmente com um
maior estresse hidrico e consequentemente uma menor degradacdo dos ingredientes ativos,
prolongando o residual do produto e reduzindo a severidade e AACPD da MBM.

A associagdo do Azospirillum brasilense aos produtos quimicos proporcionou um
aumento significativo na produtividade da cultura, superior aos tratamentos com os mesmos
produtos quimicos aplicados isolados, mesmo reduzindo o residual dos produtos quimicos. Fato
que pode estar relacionado com os beneficios diretos da aplicagdo do Azospirillum brasilense
em TS na produtividade de cultura.

Pois, a utilizagdo de Azospirillum brasilense na cultura do milho altera o metabolismo
e a morfologia das raizes das plantas, melhorando a absor¢do de agua e nutrientes, além da
disponibilizagdo de nitrogénio atmosférico (DOBBELAERE; VANDERLEYDEN; OKON,
2003; SAIKIA et al., 2012), resultando em produtividades de 6 a 27% maiores com a utilizagao
de Azospirillum brasilense (BARTCHECHEN et al. 2010; BRACCINI et al., 2012; HUNGRIA
et al., 2010; KAPPES et al., 2013; LANA et al., 2012; MAZZUCHELLI et al., 2014).

No contraste 4 (tabela 4), € possivel observar que o silicio associado ou ndo aos produtos
quimicos proporcionou um maior controle MBM, resultando em uma menor AACPD e
consequentemente uma maior produtividade da cultura, principalmente quando combinado com
o fungicida mancozebe. A combinacado tripla com os produtos quimicos e os dois indutores de
defesa, reduziram a AACPD e aumentaram a produtividade da cultura quando contrastados com
as suas combinacdes simples ou isoladas (Contraste 5 — Tabela 4).

A associacdo dos produtos quimicos com o silicio proporcionou a menor AACPD,
enquanto que, a associagdo dos produtos quimicos com o Azospirillum brasilense proporcionou
a maior produtividade da cultura (Contraste 6 — Tabela 4). A combinagao tripla, dos produtos

quimicos, silicio e Azospirillum brasilense resultou em uma menor AACPD e maior
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produtividade da cultura quando contrastados com as combinagdes simples, observado no

contraste 7.

10.1.3 Correlacdo entre curva de progresso da severidade da MBM e condigoes

climaticas.

A figura 6 representa a importancia das condi¢des climaticas no desenvolvimento da
MBM, pois segundo Juliatti et al. (2014) umidade acima de 60% e temperaturas noturnas baixas
(14 °C), sdo condigdes ideias para o desenvolvimento da MBM. A estiagem de 25 dias, entre
16 de marco a 9 de abril de 2017, reduziu a taxa de progresso da severidade de MBM, da
testemunha, aumentando exponencialmente em apenas uma semana, apds o retorno da

precipitacdo, quando a temperatura média diaria ficou entre 14 e 20 ° C.

Figura 6 — Comportamento da curva de progresso da mancha branca do milho sem controle
quimico em resposta as condi¢des climaticas de temperatura (°C) e precipitagdo (mm). Santa
Maria — RS.

50 Temperatura (°C) r30 120
70 1 @ Precipitagio (mm)

60 Severidade (% r25 100
g /\‘/ 200 180 B
< 40 152 60 &
3 Q +
0] | g a
5 10 5 40 3
720 5 2
10 H m 5120
3= = e N

09/03  16/03  23/03  30/03 06/04 13/04 20/04 27/04

Por isso ter o conhecimento das condigdes climaticas, de precipitagdao, umidade relativa
do ar e temperatura, nos periodos de cultivo de cada regido produtora de milho, deve ser
primordial para tomada de decisdo da melhor época de plantio, visando diminuir as condi¢des

climaticas favoraveis ao desenvolvimento da MBM.



53

10.2 EXPERIMENTO DE SENSIBILIDADE IN VITRO

As curvas de regressdo da sensibilidade da bactéria Pantoea ananatis e as concentragdes
dos produtos quimicos testados, assim como suas respectivas equacdes, estao representadas na
figura 6. Nas regressdes da figura 6.A ¢ possivel observar a sensibilidade da bactéria aos
ingredientes ativos picoxistrobina e ciproconazol, associados ou isolados. Onde o ciproconazol
apresentou o maximo de controle com 1.700 PPM do i.a., enquanto que 3.000 PPM de
picoxistrobina reduz 80 % das UFC da Pantoea ananatis.

O picoxistrobina, fungicida pertencente ao grupo quimico das estrobilurinas, resultou
em uma maior eficacia no controle “in vitro” da bactéria em comparagdo ao ciproconazol,
pertencente ao grupo quimico dos triazdis. Bonon et al. (2006), demonstra que fungicidas do
grupo quimico das estrobilurinas apresenta potencial em suprimir o desenvolvimento de

fitobactérias, enquanto, os triazdis ndo possuem esta caracteristica.

Figura 6 — Sensibilidade de Pantoea ananatis as diferentes concentracdes dos ingredientes
ativos ciproconazol, picoxistrobina, casugamicina € mancozebe. Santa Maria — RS.
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Para o antibidtico casugamicina e o fungicida protetor mancozebe a regressiao
exponencial foi a melhor ajustada para o comportamento das UFC da bactéria P. ananatis
(figura 6.B e C). O antibiotico casugamicina, regressao 6.B, apresentou uma elevada eficacia
no controle da bactéria nas maiores concentragdoes avaliadas. A bactéria Pantoea ananatis
demostrou uma alta sensibilidade no desenvolvimento de colonias ao fungicida protetor
mancozebe, pois com apenas 10 PPM do produto o desenvolvimento da bactéria foi nulo (figura
6.0).

A tabela 5 demonstra as concentragdes dos produtos necessarios para controlar 50% das
UFCs da P. ananatis (ED50). A bactéria Pantoea ananatis foi classificada com moderada
sensibilidade ao fungicida mancozebe, baixa sensibilidade ao antibidtico casugamicina e

insensivel aos fungicidas sistémicos picoxistrobina e ciproconazol.

Tabela 5 — Equacdes das regressdes, ED50 e sensibilidade da Pantoea ananatis aos ingredientes
ativos e as suas concentracdes utilizadas na calda de pulverizacao do experimento de campo.
Santa Maria — RS.

Produtos Equacoes da regressao ED50' Sens.? PPM?
Picox + Cipro Y =2264,83+(-1,19016x) + 0,000166978x>  1138,82 I 652’662;
Ciproconazol Y =2238,28+(-1,66477x) + 0,000463262x> 887,12 I 666,67
Picoxistrobina Y =2257,17+(-0,7014x) + 1,13063e-005x>  1656,98 I 266,67
Casugamicina Y =70,3206 +2181,86 * exp(-0,0150439x) 48,24 BS 250,00

Mancozebe Y =24,9385+ 1067,93 * exp(-0,675462x) 1,05 MS 13333,33

' ED50, concentracdo (PPM) de ingredientes ativo capaz de inibir 50% do crescimento das col6nias. 2 Sensibilidade
da P. ananatis aos produtos, MS (moderada sensibilidade), BS (baixa sensibilidade), I (insensivel) * Concentragio
em PPM da calda de pulverizagdo dos mesmos tratamentos a campo.

Abreviagdes: Picox= Picoxistrobina; Cipro = Ciproconazol.

Ao comparar as concentragdes em PPM da calda de pulverizagdo dos produtos
utilizados a campo, ¢ possivel fazer uma inferéncia do controle da MBM, pois os tratamentos
que resultaram na menor AACPD e maior produtividade foram os que utilizaram o fungicida
protetor mancozebe e sua concentragdo na calda de pulverizagao foi aproximadamente 13 mil
vezes maior que sua ED50.

O antibidtico casugamicina apesar de ter uma concentragao de calda cinco vezes maior

que sua EDS50, apresentou o menor controle da MBM e consequentemente a menor
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produtividade da cultura, em relagdo aos demais tratamentos quimicos testados no experimento
a campo. Este fato pode estar relacionado com as lesdes da MBM que ndo sdo controladas pelo
antibidtico, uma vez que a bactéria apresenta uma baixa sensibilidade ao casugamicina. As
lesdes ndo controladas, podem ser colonizadas por fungos oportunistas como P. maydis,
Phyllosticta sp., Phoma sp., P. sorghina, ¢ Sporormiella sp. (BOMFETI et al., 2008),
aumentando as lesdes e dificultando a avaliacdo do produto sobre a severidade bactéria P.
ananatis.

Apesar da bactéria Pantoea ananatis reduzir seu desenvolvimento in vifro com a
presenca dos fungicidas picoxistrobina e ciproconazol, associados ou isolado, ¢ necessaria uma
elevada concentragdao dos ingredientes ativos, para um controle eficaz da bactéria, tornado o

uso destes produtos invidvel economicamente e ecologicamente.
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11 CONCLUSAO

O fungicida mancozebe apresentou a maior eficicia no controle “in vivo” e “in vitro” da
bactéria Pantoea ananatis, resultando na menor severidade e AACPD, além da maior
produtividade, principalmente quando associado ao silicio € ao Azospirillum brasilense.

A aplicagdo de silicio induziu as defesas do milho reduzindo a severidade da mancha
branca do milho e consequentemente aumentando a produtividade da cultura. O Azospirillum
brasilense, aplicado via tratamento de semente, resultou em um acréscimo na produtividade da
cultura, compensado a maior severidade da mancha branca do milho, quando associado aos

produtos quimicos.
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13 CONSIDERACOES FINAIS

O hibrido de milho P1680YH possui uma elevada suscetibilidade a mancha branca do
milho (MBM), tornando necessario o manejo da doenca. A utilizacdo isolada de silicio e
Azospirillum brasilense, provavelmente induz as defesas da cultura do milho, pois reduz
significativamente a severidade da Pantoea ananatis a campo ¢ em casa de vegetacao.

Entretanto, a campo, a reducdo da severidade da MBM, pelos indutores de defesa, ndo
¢ eficaz quando comparado com a eficacia de controle dos produtos quimicos. Os indutores de
defesa se mostraram alternativas, quando utilizadas associadas aos produtos quimicos, pois
proporcionam um acréscimo no controle da doenga, além da manutenc¢do da produtividade da
cultura.

A aplicacao de silicio na cultura do milho, isolado ou associado ao controle quimico,
resulta em um menor desenvolvimento da MBM, a campo e em casa de vegetacdo, auxiliando
o controle quimico e aumentando a produtividade da cultura.

A aplicagao de Azospirillum brasilense, em tratamento de semente na casa de vegetacao,
diminui o desenvolvimento da Pantoea ananatis, inoculada artificialmente. No experimento a
campo o Azospirillum brasilense reduziu a eficacia dos produtos quimicos e resultou em uma
maior severidade da MBM. Entretanto, a produtividade da cultura ¢ compensada pelos efeitos
benéficos do A. brasilense no metabolismo da cultura do milho.

Entre os produtos quimicos testados o mancozebe apresentou a maior eficacia no
controle da MBM, a campo e in vitro. A bactéria Pantoea ananatis apresenta uma moderada
sensibilidade ao mancozebe. A Pantoea ananatis ¢ insensivel ao fungicida ciproconazol +
picoxistrobina, resultando uma baixa eficacia no controle da MBM. O antibidtico casugamicina
nao resultou em um controle eficaz da MBM a campo, mesmo a bactéria apresentando uma
baixa sensibilidade ao ingrediente ativo in vitro.

O cultivo de hibridos de milho, suscetiveis a mancha branca, durante o periodo de
segunda safra, com condi¢des ambientais favoraveis a MBM, torna indispensavel o manejo da
doenga. O mancozebe ¢ um fungicida eficaz no controle da bactéria Pantoea ananatis e
provavelmente sobre os fungos oportunistas. A utilizagdo de inoculantes, de baixo custo, como
Azospirillum brasilense e micronutrientes, como silicio, aumentam a resisténcia da cultura do
milho a estresses bidticos e abidticos, reduzindo a severidade da MBM e aumentando a

produtividade da cultura.
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