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Resumo

Os grédos ardidos reduzem a qualidade do milho e sdo aceitaveis valores
méaximos de 2% de grdos ardidos para a exportacdo e de 6% para a
comercializagdo no mercado interno. Além disso, causam reducdo no valor
comercial dos gréos que, normalmente, é descontado no momento da entrega
nos armazéns. Os principais agentes relatados sdo Colletotrichum
graminicola, Stenocarpella maydis, Fusarium graminearum e Fusarium
verticillioides em producdo de gréos ardidos no campo. J& em pos-colheita,
0s principais patdgenos sdo fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium. O
objetivo deste trabalho foi encontrar agentes de controle bioldgico para fazer
parte do manejo de doengas no milho, com foco na reducédo de gréos ardidos.
A prospeccéo dos isolados foi realizada pelo método de iscas naturalmente
infectadas. Foi realizado um pré-teste nos isolados prospectados de inibicdo
direta do fungo F. verticilioides. Os isolados obtidos na etapa anterior,
juntamente com isolados fornecidos pela Embrapa foram avaliados para a
capacidade de protecdo de grdos inoculados com A. flavus e F.
verticillioides. Para avaliar a eficiéncia em campo, foram realizados quatro
experimentos, em duas &reas e dois anos agricolas diferentes. Os
antagonistas selecionados nas etapas anteriores foram aplicados na forma de
suspensdo, em dois estagios de desenvolvimento da planta. A primeira foi no
inicio do estadio VV9-10 e a segunda em pré-pendoamento (estadio R1). Apéds
10 dias da emisséo do estilo estigma, F.verticillioides foi aspergido no estilo
estigma. Os tratamentos usados no campo foram, PRIORI XTRA + PRIORI
XTRA, Streptomyces + PRIORI XTRA, PRIORI XTRA + Streptomyces,
BIOUFLA2+BIOUFLA2, Streptomyces + Streptomyces, PRIORI XTRA,
PRIORI XTRA + BIOUFLA2, BIOUFLA2 + PRIORI XTRA e
TESTEMUNHA. Os experimentos foram em blocos casualizados com
quatro repeticdes para cada tratamento. Foram avaliadas as doencas de milho
no campo, a produtividade da cultura, analise de grdos ardidos e sanidade de
grdos. Obtiveram-se resultados consistentes nos experimentos montados. O
uso do actinomiceto Streptomyces araujoniae no manejo da cultura do milho
demonstrou 6timos resultados, tanto para doencas foliares, quanto a redugdo
de gréos ardidos.

Palavras chave: Fusarium verticillioides, Aspergillus flavus, micotoxinas,
Zea mays



Abstract

Rot grains reduces corn quality and maximum value acceptable are 2% for
exports and 6% for internal market. Moreover, they cause reduction in the
commercial value of grains which usually is deducted at the time of delivery
to storage. Colletotrichum graminicola, Stenocarpella maydis , Fusarium
graminearum and Fusarium verticillioides has been described as main
agents to produce rot grains on field. In another hand, Aspergillus and
Penicillium are the main cause after harvest. The objective of this study was
to find biological control agents to management of diseases in corn, focusing
on the reduction of rot grains. The prospection of the isolates was performed
by the method of naturally infected bait. It was conducted a pretest in
prospected isolates from direct inhibition against F. verticilioides. The
isolates obtained in the previous step, along with isolated provided by
Embrapa were evaluated for grain protection capability inoculated with A.
flavus and F. verticillioides. To assess the field efficiency, four experiments
were carried out in two different areas and two seasons. The antagonists
selected in the previous steps were applied as a suspension in two stages of
plant development. The first application was in the early stage V9-10 and the
second pre- silking(R1 stage) . After 10 days of the issue of stigma style
F.verticillioides was sprinkled on the stigma style. The treatments, in the
field, consisted by PRIORI XTRA + PRIORI XTRA, Streptomyces +
PRIORI XTRA, PRIORI XTRA + Streptomyces, BIOUFLA2+BIOUFLAZ2,
Streptomyces + Streptomyces, PRIORI XTRA, PRIORI XTRA +
BIOUFLA2, BIOUFLA2 + PRIORI XTRA and Control. The experiments
were a randomized block with four replications for each treatment. Were
evaluated the corn diseases in the field, culture productivity, rot grains and
sanity of grains.The results showed consistent on the experiments carried
out. The use of actinomycetes Streptomyces araujoniae in the management
of the corn crop has shown great results for foliar diseases, as well for the
reduction of rot grains.

Key words: Fusarium verticillioides, Aspergillus flavus, mycotoxins, Zea

mays
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1 Introducéo

O milho (Zeamays L.) esta entre 0s mais importantes graos cultivados
no mundo, em termos de produtividade e uso (PEREIRA et al., 2005). O
Brasil desponta como um dos grandes produtores mundiais, aumentando
constantemente os patamares de produtividade, tendo atingido 79 milhdes de
toneladas em 2013 (CONAB, 2013).

A cultura, ao longo dos anos, tem adquirido grande importancia dentro
do sistema produtivo, ndo apenas no aspecto econdmico, mas também como
importante componente no sistema de rotacdo/sucessdo de culturas
(SWARTZ & MARCHIORO, 2009). Entretanto, a partir do final de década
de 1990, as doengas tém se tornado uma grande preocupagdo e relatos de
perdas na produtividade devido ao ataque de patdgenos tém sido cada vez
mais frequentes nas principais regides produtoras do pais (COSTA et al.,
2009).

Diversas doencas podem acometer a cultura do milho e cada uma
representa um desafio aos produtores e pesquisadores que buscam estratégias
de controle. Dentre as doencas do milho, um grande desafio sdo os grédos
ardidos e, consequentemente, asmicotoxinas que, até 2015, terdo que seguir
uma regulamentacdo muito severa. Segundo estatistica do laboratério de
analise de micotoxinas da Universidade Federal de Santa Maria, trés a cada
quatro amostras tém contaminacdo (LAMIC,2012) em niveis superiores aos
aceitaveis de acordo com a Lei RDC07/2011(ANVISA,2011), que entra
completamente em vigor em 2015.

As micotoxinas sdo compostos produzidos pelo metabolismo
secundarios de fungos filamentosos e sdo tdxicos ao homem e aos animais,
mesmo em baixas concentragdes (BATISTA, 2010). Esses fungos também
podem atuar de forma deletéria na qualidade dos grdos e sdo aceitaveis
valores maximos de 2% de grdos ardidos para a exportacdo e de 6% para a

comercializagdo no mercado interno (MENDES, 2009), sendo um grande



indicador da presenca de micotoxinas. Além disso, causam reducdo no valor
comercial dos grdos (YU et al, 2010) que, normalmente, € descontado no
momento da entrega nos armazéns.

Os principais agentes relatados sdo Colletotrichum graminicola,
Stenocarpella maydis, Fusarium graminearum e Fusarium verticillioides
(REIS et al., 2004) emproducdo de graos ardidos no campo. J& em pos-
colheita, os principais patdgenos sdo fungos dos géneros Aspergilluse
Penicillium (MEGAN., 2003). Ja os fungos mais relatados em termos de
producédo de micotoxinas sdo F. verticillioides, para fumonisinas e A. flavus,
para aflatoxinas.

Os compostos téxicos produzidos por estes fungos demonstraram os efeitos
nocivos desses metabdlitos, notadamente efeitos cancerigenos e/ou toxicos
(MILICEVIC et al 2010). Atualmente, sdo conhecidas, aproximadamente,
400 micotoxinas de 100 fungos diferentes (TSITSIGIANNIS et al., 2012) e
esses compostos estdo presentes em, aproximadamente, 25% da producéo de
commodities do mundo (MEDEIROS, 2012). O dano associado a
concentragdo de micotoxina existente no grdo ndo estd restrito ao seu
consumo in natura, mas também aos seus, pelo menos, 600 alimentos
derivados diretos do grdo, sendo 500 deles destinados ao consumo humano
(PINAZZA, 1993).

Dentre as micotoxinas de maior impacto para a salde humana e animal,
associadas ao milho e aos seus derivados (ROMERO et al., 2010;
CORONEL et al., 2010), estdo as aflatoxinas (sintetizadas por Aspergillus
flavus e Aspergillus parasiticus) e as fumonisinas dos tipos FB1, FB2 e FB3
(sintetizadas por F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg (Ex F. moniliforme
Sheldon) (YAZAR & OMURTAG, 2008)) (GIORNI et al., 2008; ZUCCHI
& MELO, 2010) (GORYACHEVA et al., 2010). A produgdo de micotoxina
comeca por uma eficiente colonizagdo do gréo pelo fungo e este processo
comeca ja no campo, durante a fase de maturacao dos graos, e prossegue nas
etapas seguintes, durante a colheita, a secagem, o armazenamento, 0
transporte e o processamento (PITT, 2000; GIORNI et al., 2008).



No campo, a incidéncia do grdo ardido, indicativo de presenca de
micotoxina, pode ser influenciada pelas condicdes ambientais (BHAT,
2008), pelo hibrido plantado e pelo manejo da cultura adotado (COSTA et
al., 2009). O acumulo de micotoxinas no campo esté relacionado a estresse
sofrido pela planta durante o desenvolvimento da cultura (BACON,2001).
Na pos-colheita, durante o armazenameno e 0 processamento, as condi¢des
de umidade do grdo acima de 13% favorecem o desenvolvimento desses
fungos (SANTURIO, 2003). Entretanto, mesmo em baixas umidades, fungos
do género Aspergillus e Penicilium podem se desenvolver e produzir
micotoxinas (JOUANY, 2007).

Técnicas de controle quimico com diferentes fungicidas e numero de
aplicacdes ndo tém mostrado resultados satisfatorios para a reducdo de F.
verticiliodes e A. flavus (LANZA, 2012). Nos Estados Unidos, Broderset al.
(2007) estudaram a sensibilidade de populagdes de Fusarium graminearum a
defensivos agricolas registrados para o milho e verificaram que apenas o
fludioxonil apresentava controle da maioria dos isolados, sendo que algumas
populagdes ja se apresentavam resistentes também a estes produtos. Mesmo
que o produto se mostre potencialmente eficiente nas condigdes brasileiras,
h& limitacbes ao seu uso e, na pds-colheita, sua utilizagdo pode, inclusive,
induzir os fungos a produzir maiores concentragdes de micotoxinas
(MULLENBORNET al., 2008).

Na busca por fontes de resisténcia a graos ardidos, Jouany (2007) identificou
linhagens promissoras, mas estas caracteristicas ainda ndo foram
incorporadas a hibridos comerciais por ndo terem produtividade competitiva.
Entretanto, ha diferencas em susceptibilidade a ocorréncia de graos ardidos
(PINTO, 2006) e producdo de fumonisina (CAMARGOS et al., 2000) em
hibridos comerciais.

Mendes (2009) apresenta um quadro de resisténcia de hibridos comerciais a
ocorréncia de grdos ardidos e este quadro se mantém muito semelhante

aquele disponibilizado pela Embrapa Milho e Sorgo



(www.cnpms.embrapa.br). No quadro disponibilizado pela Embrapa, os
hibridos transgénicos para resisténcia a lepiddpteros apresentam maior
resisténcia ao conteido de grdos ardidos em relagcdo aqueles convencionais,
porém, a tecnologia para o controle de lepiddpteros estd perdendo sua
resisténcia. Essa reducdo dos grdos ardidos esta condicionada a reducéo de
aberturas para a colonizacdo dos fungos feita pelos lepiddpteros, néo
reduzindo de modo satisfatorio a quantidade de graos ardidos.

Uma alternativa para aumentar a eficiéncia e reduzir as chances de sele¢éo
de populacdes de fungos resistentes aos fungicidas é o controle bioldgico.
Quando comparado aos produtos quimicos, os agentes de controle biol6gico
ttm a vantagem de apresentar a habilidade de colonizar a semente
internamente, podendo, assim, atuar em diferentes fungos que estabeleceram
infeccBes sistémicas onde esporos ou micélio do fungo foram carregados
para dentro do grdo (CAVAGLIERIET al., 2005), o que dificilmente seria
conseguido quando se aplica um fungicida protetor.

No controle de doengas em pos-colheita de frutas e verduras, o controle
biolégico vem sendo amplamente estudado e foi revisado por Sharmaet al.
(2009). No entanto, para o controle de doencas pds-colheita em grdos, ainda
s80 escassos 0s trabalhos. Zucchi& Melo (2009) fizeram uma revisao sobre
0s potenciais microrganismos e estratégias adotadas para os agentes de
biocontrole de fungos causadores de grdos ardidos e produtores
demicotoxinas no mundo, demonstrando que o controle bioldgico tem se
apresentado como alternativa mais efetiva do que os diversos fungicidas
agricolas existentes no mercado com agéo em pré e em pos-colheita.

Ehrlich & Cotty (2004) demonstraram, em condi¢des de campo, a reducéo
da contaminacdo por aflatoxinas em sementes de algoddo por meio do
emprego do fungo A. flavus isolado AF36 ndo produtor de aflatoxina. Outro
A. flavus ndo produtor de micotoxina foi submetido a um estudo, durante
dois anos, para determinar sua eficacia na redugdo da contaminagdo por
aflatoxinas em milho sob diferentes aplicagcdes do antagonista (DORNER,

2009). Os estudos resultaram no primeiro produto a ser comercializado para



esta finalidade, o isolado NRRL 21882, comercializado nos EUA pela
Syngenta Protecdo de Cultivos Ltda. No Brasil, 0 mesmo produto esta
registrado para uso na cultura do amendoim e sera comercializado pela
Biosphere Industria e Comércio de Insumos Agricolas Ltda. (AGROFIT,
2013), porém, ndo tem mostrado reducdo em numero de grdos ardidos, um
dado que é muito importante, considerando a legislacéo brasileira.

O A. Flavusage por competicdo, colonizando os sitios de infec¢do do gréo,
ndo permitindo assim, que a espécie do fungo produtor de micotoxina se
estabeleca. Porém, existem outras estratégias que podem ser adotadas
Bacillus e actinomicetos, por exemplo, podem atuar por antibiose direta, pois
sdo grandes produtores de antibidticos (SILO-SUH,1994; LEIFERT,1995;
DOUMBOU, 2001), diferente das leveduras.

A inducdo de resisténcia também pode estar presente nos mecanismos de
acdo desses agentes de controle bioldgico. Em se tratando especificamente
do controle da micotoxina, varios sdo os exemplos de sucesso da
utilizagdodo controle biolégico, no intuito de degradar o produto téxico em
pos-colheita (CAST, 2003), inibir sua sintese (YAN et al., 2004) ou,
simplesmente, reduzir a populagdo do fungo produtor de micotoxina
associado ao grdo (PEREIRA et al.,2010) ou, ainda, também ter véarios
modos de acao simultaneamente (ZUCCHI, 2008; FRAVEL, 2005).
Bactérias do género Bacillus podem competir pelo mesmo sitio de infeccéo
gue F. verticillioides sem causar danos a planta, reduzindo a taxa de
transmissdo vertical, qual fungicidas sisttmicos ndo tém mostrado efeito
significante (BACON, 2001).

O uso do controle bioldgico ndo deve ser suficiente para o controle de
fungos micotoxicogénicos e suas micotoxinas (MEDEIROS, 2012), mas é
uma ferramenta eficaz na integracdo de estratégias para controle de
micotoxinas. Especificamente fumonisinas ja mostraram bons resultados em
tratamento de sementes (PEREIRA,2007), porém, em aplica¢cBes na parte
aérea ainda ndo existem estudos de combinaces quimico-biolégicas, com

grande potencial de melhorar o espectro de acdo, reduzir o numero de



aplicacBes e aumentar o periodo residual, podendo o poder residual persistir
até em pds-colheita.

Portanto, novas técnicas de manejo de grdos ardidos e da consequente
producdo de micotoxinas estdo sendo altamente requisitadas.

Nesse contexto, os agentes de biocontrole tém se mostrado uma alternativa
viavel, de baixo custo e com poucas implicacdes para a saude humana e o
meio ambiente. Tém, ainda, a possibilidade de ter efeito sobre outra doencas
durante o ciclo da cultura, por agirem normalmente com mais de um modo
de acdo, que pode entrar como um auxiliar ao tratamento que ja é feito com
fungicidas quimicos para doengas foliares. Com o auxilio deste trabalho
poderdo fazer parte do manejo da cultura do milho, junto com os fungicidas
quimicos, auxiliando até em doencas foliares, mas, principalmente, grdos
ardidos, podendo  até  reduziras  quantidades  demicotoxinas

consequentemente presentes nos gréos de milho.



2  Objetivo Geral
Encontrar agentes de controle biologico para fazer parte do manejo de

doencas no milho, com foco na reducéo de grdos ardidos.

2.1  Objetivos Especificos
e Selecionar isolados que demonstrem capacidade de inibir o
desenvolvimento de F. veticilioides e A. Flavus em sementes
inoculadas com cada um dos fungos.
e Avaliar, em campo, a eficiéncia dos antagonistas promissores na
ocorréncia de grdos ardidos e o efeito nas demais doengas no milho.
e Auvaliar a sinergia entre 0s agentes de controle bioldgico e o controle

guimico adotado.



3  Material e Metodos

3.1  Prospeccéo de Isolados

A busca dos isolados antagonistas foi feita pelo isolamento de bactérias
capazes de crescer em baixa atividade de &gua. A prospeccao foi realizada
pelo método de iscas naturalmente infectadas (GHINI&KIMATI, 1989). Os
grdos contaminados foram distribuidos em solos supressivos com relacdo a
ocorréncia de grdos ardidos eos solos foram coletados em diversas
localidades onde se pratica o plantio direto de milho. O solo foi transferido
para placas de Petri na propor¢do de 10 g de sementes (iscas) para 100 g de
solo com vérios niveis de umidade (25%,50%,75% e 100% cc) e o conjunto
mantido em caixas tipo germbox, por 5 dias. Depois, as iscas foram lavadas
com 4gua destilada e transferidas para placas de Petri contendo 4gar-agua
com restricdo hidrica (aw=0,96; 128,2mLglicerol/ L de meio). As placas
ficaram incubadas, por uma semana, a 20°C. Ap0s esse periodo, as sementes
foram lavadas em solucdo salina 0,85% e agitadas, em tubo tipo falcon, em
agitador de tubos tipo vortex, por 1 minuto. A suspenséo, entdo, foi diluida
em série (10%;10%,10°:10"e10)e plaqueada em meio CMA ((fub4 30g+
agar 20g)/L) com restricao hidrica (aw=0,96; 128,2 mL glicerol/ L de meio).
Essas placas foram incubadas, a 28°C, por cinco dias. Todas as col6nias
obtidas foram repicadas, numeradas e armazenadas em peptona-glicerol -

80°C, até o uso.

3.2  Pré-teste de Isolados Prospectados

Para passar para a proxima fase, juntamente com isolados trazidos da
Embrapa, foi feito um pré-teste de inibicdo direta do fungo F.verticilioides,
para reduzir o nimero de tratamentos e viabilizar a montagem dos
experimentos. Em um lado da placa de Petri de 9 mm foi colocado um disco
contendo o fungo e, na outra lateral, foi colocado um disco contendo cada

isolado prospectado no ensaio anterior. Foram selecionadas, para a proxima



fase de ensaios, apenas as cepas que criaram algum alo de inibico,
indicando uma acéo direta sobre o patégeno, que pode ser um dos métodos

de controle mais importantes no controle bioldgico.

3.3 Selecéo de Agentes de Controle in vitro

Os dois isolados obtidos na etapa anterior, juntamente com quatro isolados
fornecidos pela Embrapa, incluindo um de actinomiceto Streptomyces
araujoniae  obtido por Zucchiet al. (2008), foram avaliados para a
capacidade de protecdo de grdos inoculados com A. Flavus (obtido da
colecdo do Laboratério de Microbiologia de Alimentos da Universidade
Federal de Lavras) e F. verticillioides (obtido da colegcdo do Laboratoério de
Micologia no Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de
Lavras).

Os patdgenos eram cultivados e preservados em placas de Petri com meio de
cultura BDA (BEEVER,R.E., 1970) e incubados em BOD, com 12 horas de
fotoperiodo, a 27°C. Os antagonistas foram preservados em meio peptona-
glicerol 10% e armazenados em freezer, a -80°C, e foram cultivados em
placas de Petri com meio YPD (10 g extrato de levedura, 20 g peptona
bacterioldgica, 20 g dextrose, 20 g agar/l de meio) e incubados a 27°C.

A selecdo dos antagonistas foi feita colocando-se gréos de canjica de dois
lotes diferentes, que foram desinfestados superficialmente, imergindo os
grdos em alcool (70% v/v) por 30 segundos, seguido de imersdao em
hipoclorito de sodio (2,0% v/v) por 2 minutos, e trés lavagens em agua
destilada autoclavada. Apo6s a desinfestacdo, os grdos foram secos em
cadmara de fluxo por 12 horas e foram armazenados em saco de papel
autoclavado até o momento da utilizag&o.

Na montagem do ensaio, foram transferidos 45 grdos para a placa de Petri
cultivada com cada um dos antagonistas e mais duas placas com apenas
meio de cultura como testemunha absoluta e inoculada, agitando-se por 10
segundos, manualmente. Logo em seguida, os gréos foram transferidos para

trés placas de Petri 90 mm, restando 15 grdos em cada placa, com papel
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filtro, formando trés repeticGes para cada lote. Todas as placas eram
armazenadas, por uma semana, em escuro, em local seco, a 28°C.

Ao completar o sétimo dia, era feita a inoculacdo do patdégeno em todas as
placas, menos na testemunha absoluta, por meio de suspensdo 1075
conidios/ml e 1 gota de tween 80, aspergiam-se 1,5 mL da suspensdo sobre
cada placa, o papel filtro ainda era umedecido com mais 2 mL de &gua
destilada autoclavada e as placas eram fechadas com papel filme para evitar
perda de umidade. O mesmo ensaio, em triplicata, foi realizado para A.
flavus e F. verticillioides.

Os grdos foram avaliados, do 1°até o 7°dia, quanto a sua cobertura por
micélio caracteristico do fungo inoculado. Notas variando de 0-4 eram
atribuidas ao grau de infeccdo, sendo O para auséncia de micélio sobre a
superficie do grédo; 1 para 1% a 25%; 2 para 26% a 50%; 3 para 51% a 75%
e 4 para 76% a 100% de grdos cobertos por estruturas do fungo
potencialmente produtores de micotoxina. Foi calculado o indice de doenga
para cada avaliacdo e o valor médio de cada tratamento foi submetido a
analise de variancia. Para efeitos significativos, as médias foram comparadas

pelo teste de Tuckey (p=0,05).
3.4 Experimentos de Campo

3.4.1 Montagem e Manejo dos Experimentos de Campo

A determinacdo da eficacia da combinagdo biol6gico-quimicano campo foi
feita em quatro experimentos, dois em area experimental da Universidade
Federal de Lavras, nas coordenadas geograficas -21.204242N,

44.980322W, chamada de Fazenda Vitorinha, em duas safras diferentes, uma
na safra 2012/2013, com semeadura no dia 10/11/2012 e outrana safra
2013/2014, com semeadura no dia 01/11/2013, na mesma area, seguindo a
mesma ordem dos tratamentos. Outros dois experimentos iguais foram

montados na safra 2012/2013, em area de parceiros, com semeadura no dia
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20/12/2012, também na cidade de Lavras/MG, nas coordenadas geogréaficas
21.337645N e -45.126954W. A area foi chamada de porteira, por estar
proxima a entrada da fazenda e a area situada em-21.337628N, -
45.128748W foi chamada de central, por estar localizada no centro da
fazenda. Todos 0s ensaios seguiram os tratos culturais descritos na Tabela 1,

todos com inoculacgdo artificial de F. verticillioides.

Tabela 1: Manejo comum nos experimentos de campo para todos os

tratamentos
Manejo Experimento de Campo
Atividades Volumes
Plantio 90000 sementes/ha
Adubagéo de plantio 450 kg/ha de 8-28-16
Desbaste Manter 60000 plantas/ha
Herbicida p6s emergente 1° Aplicagéo Soberan - 200 mi/ha + atrazina 2 L/ha
Adubacéo de cobertura 500 kg/ha de 20-00-20
Herbicida pos emergente 2° Aplicagdo Soberan - 200 ml/ha + atrazina 2 L/ha

Os agentes de controle biol6gico foram selecionados com base nos dois
melhores isolados para sanidade de grdos, obtidos nos experimentos
anteriores, sendo um deles o S.araujoniae da Embrapa e o segundo, o
Bacillus ssp, isolado pela metodologia de iscas citada nos experimentos de
laboratério. Também foramutilizados tratamento com fungicida a base de
triazol e estrubilurina, e 250 mi/ha do produto comercial (Priori Xtra)
registrado para a cultura do milho (AGROFIT,2012).

Foram realizados nove tratamentos em que havia duas praticas comuns de
manejo de doencas foliares utilizadas por agricultores, sendo uma com
apenas uma aplicacdo de fungicida antes do inicio da fase reprodutiva da
cultura e outro modelo com duas aplica¢fes, uma antes da fase reprodutiva e
outra no inicio da fase reprodutiva. Outro tratamento era a testemunha sem
nenhum tratamento e, como o objetivo neste trabalho era inserir o bioldgico
no manejo, os dois melhores biocontroladores do ensaio anterior foram
colocados em combinagdo com o fungicida quimico, em que um tratamento

era biolégico mais quimico e outro era quimico mais biolégico em
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aplicacBes distintas. Também foi realizado o tratamento no qual as duas
aplicacbes foram de fungicidas biolégicos, como demonstrado no Quadro 1.

A primeira aplicacdo foi feita entre V9 e V10 e a segunda, em R1.

Quadro 1: Tratamentos feitos no campo

Tratamento Aplicagdo 1 Aplicacgao 2
1 Bacillu ssp. BIOUFLA2 Bacillu ssp. BIOUFLA2
2 S.araujoniae S.araujoniae
3 Priori Xtra Bacillu ssp. BIOUFLA2
4 Priori Xtra S.araujoniae
5 Priori Xtra -
6 Priori Xtra Priori Xtra
7 Bacillu ssp. BIOUFLA2 Priori Xtra
8 Priori Xtra
9 Testemunha Testemunha

A producdo dos antagonistas que foram utilizados no campo foi feita em
meio liquido YPD, por 72 horas, em agitador orbital, a 150 rpm, a
temperatura de 27°C. Depois, o fermentado era diluido a 50%, em agua
destilada esterilizada e adicionado 6leo mineral 0,5%, para auxiliar no
espalhamento durante a aplicacdo. Foi aplicado o volume equivalente a 200
L de calda por hectare, com aspersdo por bomba de CO, e bico cone, de
modo que a calda atingisse as inser¢des das espigas. Foi aplicado fungicida
em concentracdo de 250 mL/ha, de acordo com recomendacdo (AGROFIT,
2012), utilizando 200 mL de volume de calda, com o mesmo modelo de
equipamento para aplicagdo dos biocontroladores.

As aplicacdes foram feitas em dois estdgios de desenvolvimento da planta,
sendoa primeira entre V9-10 e a segunda, em inicio do florescimento
(estédio R1).
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A éarea selecionada tinha 40 linhas da cultura e 25 m de comprimento, em um
talhdo homogéneo. As parcelas totais eram compreendidas de quatro linhas
espacadas em 0,80 m x 5 m, com populacdo de plantas final equivalente a
60.000 plantas/ha. A parcela util, excluindo-se as bordas duras, eram as duas
linhas centrais. Cada experimento foi montado em blocos casualizados, com
quatro repeticdes para cada tratamento.

Para o ensaio de campo foi produzido inoculo de F. veticillioides. Como no
experimento 3.2, foi feita uma suspensdo 10° conidios/ml, contados em
camara de Neubauer. Quando a cultura atingiu 10 dias ap6s a emissdo do
estilo estigma, foram aspergidos no estilo estigma 5 ml da suspenséo do
patdgeno, seguindo protocolo sugerido por Mendes (2009).

3.4.2 AvaliacGes das Doengas no Campo

Logo apos a segunda aplicagdo dos fungicidas, comegaram as avaliagOes
semanais, em que foram avaliadas doencas espontaneas (sem inoculacéo de
patdgeno). Elas foram feitas por cinco semanas, quando o milho ja estava
com enchimento de gréos completo.

Foram avaliadas cinco doengas que se mostraram presentes em avaliacdo
visual, utilizando, como auxilio para identificacdo, o livro "ldentificacdo e
controle de Doencas na Cultura do Milho", da Embrapa. As doencas
encontradas foram  ferrugem-comum  (Pucciniasorghi), cercospora
(Cercospora zeae - maydis), diplodia (Stenocapellasp.), antracnose
(Colletotrichumsp.) e complexo mancha-branca (Panteaananatis e
Phaeospaeria maydis). As avaliagdes foram feitas na primeira folha logo
abaixo da espiga, utilizando notas variando de 0-4, que eram atribuidas ao
grau de dano visivel na folha, sendo O para auséncia de sinais sobre a
superficie dafolha; 1 para 1% a 25%; 2 para 26% a 50%; 3 para 51% a 75%
e 4 para 76% a 100%.

Os dados foram transformados e calculou-se a éarea abaixo da curva de
progresso da doenga por meio da equacdo (SHANER & FINNEY (1977)
AACPD =2 [(Yi+1+VY)/2][Xi+1-Xi], em que Y ;= média de
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doenca ( por unidade de tempo) na i - ésima observacdo; X ; = tempo em
(dias) na i-ésima observacdo e n = nimero total de observagdes. Depois da
transformacdo, os dados foram submetidos a analisede variéncia e, quando
foram significativos a 5% de probabilidade, foram submetidos ao teste de
separacdo de médias Scott-Knott. Cada experimento foi analisado
separadamente, devido as diferentes condicdes a que foram submetidos em
areas e ano diferentes, sem controle do indculo para doencas foliares e sem
controle do clima, por ser experimento de campo e sofrer com as

adversidades do ambiente.

3.4.3 Avaliacéo de Produtividade e Gréos Ardidos

As avaliacBes de maior importancia foram realizadas com a colheita dos
grdos de toda area Util das parcelas. A produtividade foi avaliada pela massa
de grdos e a umidade foi medida ao mesmo tempo. Para submeter os dados
de produtividade a anélise, eles foram corrigidos a umidade padrdo de 13%.
Logo em seguida a pesagem, uma quantidade de grdos foi separada para
fazer andlise de graos ardidos e outra parte para analise de blotter test.

Para andlise de grdos ardidos foram contados 1.000 grdos e separados 0s
ardidos, que foram contados e foram medidas a massa e a umidade dos
gréos,contando-se separadamente sadios ardidos.

Com esses dados foram calculados massa de mil grdos, percentagem em
nimero de grdos ardidos e percentagem em massa de grdos ardidos, todos

sempre com a massa corrigida para 13% de umidade.

3.4.4 Avaliacdo de Sanidade dos Gréos

Para a montagem do blotter foram utilizados 200 grdos de cada parcela,
distribuidos em cinco bandejas de isopor, com 40 grdos cada, sobre duas
folhas de papel filtro autoclavadas e umedecidas com &gua destilada
esterilizada e uma fina camada de agar-dgua para manter a umidade. As

bandejas foram levadas para sala de incubacdo, a 21°C e 12 horas de
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fotoperiodo, por 24 horas, para embeber os gréos. Depois, foram colocadas
em refrigerador tipo freezer, a -20°C, por 24 horas, para inibir a germinacao,
e, a seguir, colocadas novamente na sala de incubagéo, a 21°C e 12 horas de
fotoperiodo, por 72 horas e, entdo, foram avaliadas. Foi averiguado se existia
algum efeito residual dos tratamentos. Os dados de blotter test foram
analisados em percentagem de grédos contaminados com F. verticilioides,
pois, devido a inoculacdo artificial do patégeno no campo, o fungo era

predominante nos graos.

4  Resultados

4.1 Cepas Isoladas na Prospeccao

Foram isoladas duas amostras coletadas em areas diferentes, uma em
Machado, MG e outra em Alfenas, MG, éareas com condicOes
edafocliméticas para o desenvolvimento de fungos causadores de grdos
ardidos e onde eram realizados plantios diretos da cultura do milho pormais
de dois anos consecutivos. SO foi observado crescimento de cepas de
bactérias em iscas que foram colocadas em solos com a capacidade de
campo de 50%, 75% e 100%. O plagueamento mostrou crescimento de mais
cepas isoladas na diluicdo 10"-2 total, com 8 cepas diferentes de um total de

12 isoladas.

4.2  Pré-teste de Cepas Prospectadas

No pré-teste, apenas duas cepas foram capazes de criar algum alo de
inibicdo. Foi um teste apenas qualitativo e serviu somente para reduzir o
nimero de cepas que seriam trabalhadas na proxima etapa. As duas eram
advindas da amostra de Alfenas, MG, na diluicio 107-2, porém,
apresentavam caracteristicas de coloragdo e crescimento bem distintas.
Como tinham caracteristicas das coldnias morfologicas do género Bacillus,
colocou-se suspensdo destas bactérias, por 15 minutos, a temperatura de

80°C e, depois, foram plaqueadas para confirmar que eram do género
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Bacillus que tem como caracteristica a formacdo de enddsporos que sdo
resistentes a altas temperaturas, como mostradono trabalho de Wayne
(2000). Também foi realizado teste de gram.

As duas cepas que foram utilizadas no teste seguinte receberam, entdo, o
nome de Bacillu ssp. BIOUFLAZ e Bacillu ssp. BIOUFLA7.

4.3 Resultados da Selegdo in vitro

Os resultados da selecdo invitro mostraram que dois dos seis possiveis
agentes de biocontrole tiveram resultados consistente com relacéo a redugédo
da area colonizada nos graos de canjica. O Bacillu ssp. BIOUFLA2 e o S.
araoujoniae mostraram redugdo da area infectada em relacdo a testemunha
em todos os trés experimentos, como mostradono gréafico das Figuras 1 e 2,
para grdos inoculados com A. flavus e F. verticilioides, respectivamente.
Pode ser observado, na Figura 3, como foi significativa a reducdo de area
colonizada pelos fungos em relagdo a testemunha, no sétimo dia de

avaliagdo, ao final do experimento.
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Figura 1: AACPD para A. Flavus em gréos de canjica tratados com bactérias.
A separagdo por cores identifica experimentos diferentes. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de significancia,

para cada experimento.
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Figura 2: AACPD para F. Verticilioides em grdos de canjica tratados com
bactérias. A separacgdo por cores identifica experimentos diferentes. As médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey,a 5% de

significancia, dentro de cada experimento.

Como os resultados mostrados foram consistentes, sempre se mantendo entre
0s melhores tratamentos para os dois fungos causadores de gréos ardidos e
potenciais produtores de micotoxinas nos testes invitro, os dois melhores
tratamentos foram selecionados para serem testados no campo, dentro do
manejo de doencas da cultura do milho. O objetivo era atingir um resultado,
no que se refere aos graos ardidos,em que o tratamento quimico somente ndo
vem se mostrando eficiente (LANZA, 2012), pois ndo tem um periodo
residual grande e ndo apresenta bons resultados para o controle de doengas
de grdos (MULLEN BORNET al., 2008), e ndo deve ser aplicado ao fim do
ciclo, quando a cultura ja entrou em fase de senescéncia. A fase de
senescéncia, muitas das vezes, € quando os fungos causadores de grdos
ardidos comecam a atuar na producdodas micotoxinas e infeccdo do gréo
(BUSH, 20004). Portanto, a utilizacdo dos biocontroladores é uma opcao
para 0 manejo dos gréos ardidos e micotoxinas.

Os produtos quimicos, além de ndo terem uma capacidade sistémica igual de

bactérias, (WHITE et al., 2014)e poderem atuar diretamente nos mesmos
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sitios de infeccdo dos fungos patogénicos ao grdo, com um efeito pos-

colheita.

4.4 Resultados no Controle de Doengas no Campo

Foram analisados os dados das cinco doencas que se mostraram presentes.
Cada experimento foi analisado separadamente. Nas tabelas a seguir
mostram-se 0s resultados obtidos. O campo que se manteve mais sadio, com
menos interferéncia de doencas ndo inoculadas, foi o dos experimentos
montados na Fazenda Experimental da Universidade Federal de Lavras, nas
duas safras.

A doenga diplodia, apesar de presente, ndo mostrou resultado significativo
com p> 0,05 em todos 0s ensaios.

Na safra 13/14, observa-se que as doengas foram muito menos presentes.
Isto ocorreu por ser um ano de baixa pluviosidade em toda a regido sudeste
do Brasil, como mostram os dados de pluviosidade mensal do INMET, 2014,
para regido de Lavras/MG (Tabela 2).

Tabela 2: Dados de precipitagdo, em mm, do INMET, para a estacdo
meteoroldgica de Lavras/MG, para safras 2011/2012, 2012/2013 e
2013/2014

Data Safra 11/12 Safral2/13 |Safra 13/14

Setembro 0,6 17,10 64,40
Outubro 132,4 46,90 85,60
Novembro 172,8 152,70 180,40
Dezembro 441,2 140,40 162,70
Janeiro 529,2 499,97 219,70
Fevereiro 80,4 70,00 34,40
Margo 133,1 170,60 77,90

Abril 38,8 55,50 123,40

Para as demais doencas, a distribuicdo foi diferente para cada um dos

experimentos, pois 0s mesmos tiveram condi¢des climaticas diferentes
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(Tabela 2) devido a época de plantio. A fonte de indculo, como foi natural
sem controle para as doencas foliares, ndo teve um padrdo. Porém, é notavel
o efeito do fungicida quimico aplicado duas vezes para a grande maioria das
doencas (Tabelas 4, 5 e 6). Porém, observa-se melhor ou 0 mesmo efeito
guando a primeira aplicacdo foi substituida por um dos agentes de
biocontrole, como explicado abaixo do grafico de cada doenca, exceto para
ferrugem, que é um fungo biotréfico e existem poucos relatos do efeito da

utilizacéo de biocontroladores para seu controle.
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Tratamento Vit 13 Porteira Central Vit 14

PRIORI XTRA + PRIORI XTRA 456,25 a 65,75 a 164,25 a 11,50 a
Streptomyces + PRIORI XTRA 622,00 a 74,00 a 97,50 a 750 a
PRIORI XTRA + Streptomyces 647,50 a 115,75 a 14525 a 13,25 a
BIOUFLA2+BIOUFLA2 783,75 b 71,75 a 97,75 a 6,50 a
Streptomyces + Streptomyces 813,75 b 116,75 a 109,25 a 13,00 a
PRIORI XTRA 819,00 b 117,75 a 107,50 a 1250 a
PRIORI XTRA + BIOUFLA2 883,75 b 190,75 a 192,25 a 1450 a
BIOUFLA2 + PRIORI XTRA 966,00 b 81,25 a 148,50 a 750 a
TESTEMUNHA 101450 b 190,75 a 45,70 a 11,00 a
cv 17,06% 62,89% 65,63% 59,69%

Tabela 3: AACPD de antracnose em milho, em 4 experimentos (Vitl3 - fazenda UFLA safra 12/13; Porteira - Fazenda de parceiros safra
12/13; Central - fazenda de parceiro safra 12/13; Vitl4 - Fazenda UFLA safra 13/14), com diferentes tratamentos, incluindo agentes de
controle bioldégico no manejo, com p<0,05, apenas no experimento VIT13. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, a

5% de significancia, pelo teste de Scott-Knott, dentro de cada experimento.
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Antracnose (Tabela 3) foi a doenga mais presente no experimento Vitorinha
safra 12/13. Nos outros trés experimentos,como houve um baixo nivel de
infestacdo, o0 coeficiente de variagdo ficou muito alto e ndo foram
significativos os tratamentos, pois as notas, no momento das avaliacGes,
raramente passavam de 1, o que compromete o0 uso da escala de notas.

Como era esperado, o experimento Vitl13, com duas aplicacBes de fungicida,
ficou entre os melhores, porém, ndo se distinguiu significativamente quando
uma das aplicacdes foi substituida pelo S. araujoniae. A combina¢do com a
primeira aplicacdo do biocontrolador foi mais estavel em todos os quatro
experimentos que, mesmo nao obtendo diferengas significativas, tiveram
valores muito baixos para a doenca, comparados a outros tratamentos,
mostrando um efeito consistente do controle. Outro fator importante é que
teve correlagdo alta com a produtividade de -0,50. A antracnose pode
provocar perdas da ordem de 18% (CARSON &HOOKER, 1981), 40% (SMITH,
1976) e 45% (COTA et al., 2012), 0 que demonstra o efeito direto de perdas de
produtividade em relacdo ao aumento da quantidade da doenca e deixa clara
a importancia que se deve ter com 0 manejo dessa enfermidade. Com os
resultados obtidos pode-se recomendar, para esta doenca, que a primeira
aplicacdo de fungicida quimico seja substituida por uma do biocontrolador
testado Streptomyces araujoniae, quando ele estiver disponivel

comercialmente.
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Tratamento Vitl3 Porteira Central Vitl4
PRIORI XTRA + PRIORI XTRA 32,75 a 47,75 a 32,00 a 38,50 a
PRIORI XTRA 3550 a 188,50 a 37,00 a 52,00 b
PRIORI XTRA + Streptomyces 30,50 a 126,00 a 76,00 a 39,50 a
PRIORI XTRA + BIOUFLA2 39,50 a 160,50 a 89,75 a 43,75 a
Streptomyces + PRIORI XTRA 34,75 a 219,75 b 99,00 a 43,75 a
BIOUFLA2 + PRIORI XTRA 37,75 a 132,50 a 195,25 a 47,25 b
TESTEMUNHA 34,25 a 284,00 b 366,75 b 4750 b
Streptomyces + Streptomyces 38,00 a 35750 b 400,50 b 50,75 b
BIOUFLA2+BIOUFLA?2 37,25 a 262,75 b 470,25 b 41,25 a
CVv 13,55% 34,13% 62,49% 11,66%

Tabela 4: AACPD de ferrugemem milho em 4 experimentos (Vitl3 - fazenda UFLA safral2/13; Porteira - Fazenda de parceiros safra
12/13; Central - fazenda de parceiro safra 12/13; Vit 14 - Fazenda UFLA safra 13/14) com diferentes tratamentos, incluindo agentes de
controle biolégico no manejo, com p<0,05, em trés experimentos, menos no experimento Vit13. As médias seguidas pela mesma letra néo

diferem entre si, a 5% de significancia, pelo teste de Scott-Knott, dentro de cada experimento.
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A ferrugem (Tabela 4) foi uma doenca de grande importancia, em termos de
area lesionada, nos experimentos montados no parceiro, juntamente com
cercosporiose. Mas, apesar de uma AACPD menor no experimento Vitl4, os
tratamentos foram significativos. J& no experimento Vitl3, praticamente nao
houve a presenca da enfermidade na cultura, independente do tratamento,
gue ocorreu devido as diferengas do ambiente e ao ndo controle de in6culo.
Os melhores resultados ocorreram quando a aplica¢do do fungicida quimico
foi feita antes do florescimento e, até mesmo quando houve apenas uma
aplicacdo de fungicida quimico, o resultado foi significativo. O resultado
melhor na aplicagdo antes do florescimento ja é observado em trabalhos
como o de Juliatti (2004), no qual o melhor resultado foi aos 45 dias apés a
emergéncia, quando aparecem as primeiras pustulas. Isso demonstra que
esses biocontroladores ndo tém efeitos diretos no controle da ferrugem
comum do milho. Portanto, se as condi¢es edafoclimaticas estdo favoraveis
ao patégeno dessa doenca, ndao poderdo ser substituidas aplicagdes do

guimico por nenhum dos biocontroladores testados.
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Tratamento Vitl3 Porteira Central Vitl4
Streptomyces + PRIORI XTRA 925 a 243,00 a 165,75 a 2550 b
PRIORI XTRA + PRIORI XTRA 575 a 233,25 a 26550 a 32,75 ¢
BIOUFLA2 + PRIORI XTRA 7,75 a 291,00 a 29450 a 17,75 a
Streptomyces + Streptomyces 1575 b 576,25 b 339,75 a 2525 b
PRIORI XTRA + Streptomyces 8,25 a 413775 b 375,75 a 30,25 ¢
PRIORI XTRA 10,50 b 41250 b 449,75 b 35,00 c
PRIORI XTRA + BIOUFLA2 8,50 a 409,50 b 471,50 b 26,50 b
BIOUFLA2+BIOUFLA2 15,00 b 542,75 b 52250 b 3525 c
TESTEMUNHA 14,00 b 582,50 b 523,75 b 33,25 ¢
(04V 52,00% 23,51% 36,03% 17,83%

Tabela 5: AACPD de cercosporiose em milho, em 4 experimentos (Vitl3 - fazenda UFLA safra 12/13; Porteira - Fazenda de parceiros
safra 12/13; Central - fazenda de parceiro safra 12/13; Vit 14 - Fazenda UFLA safra 13/14), com diferentes tratamentos, incluindo
agentes de controle bioldégico no manejo, com p<0,05, em todos experimentos. As médias seguidas pela mesma letra néo diferem entre si,

a 5% de significancia, pelo teste de Scott-Knott,dentro de cada experimento.
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Cercospora (Tabela 5), doenca que também acometeu a cultura de forma
severa nos experimentos montados no parceiro, seguiu um padrdo de
controle proximo ao da antracnose, nos ensaio montados na fazenda da
Universidade Federal de Lavras. A reducdo ocorreu quando a primeira
aplicacéo foi feita com biocontrolador e a segunda com quimico ou nas duas
aplicagdes com quimico. O interessante é que, nesse caso, 0 Bacillussp.
BIOUFLA2 também teve efeito sinérgico com o fungicida. A utilizacdo de
fungicidas quimicos para esta enfermidade é comum, como ja relatado em
varios trabalhos, como os de Juliatti et al. (2002), Fantin et al. (2003) e Horst
et al. (2003), demonstrando que o controle é efetivo, 0 que também
aconteceu nos nossos experimentos. O diferente é a utilizagdo dos
biocontroladores na primeira aplicacdo, causando o0 mesmo efeito no
controle da cercospora e se mantendo entre os melhores nos quatro
experimentos.

Isto sugere que a redugdo de uma aplicacdo do produto quimico € viavel,
principalmente quando os causadores das doencas sao fungos necrotroficos,

COmo Nno caso da antracnose e da cercospora.
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Tratamento Vitl3 Porteira Central Vitl4
Streptomyces + PRIORI XTRA 550 a 176,25 a 112,00 a 0,50 a
PRIORI XTRA + PRIORI XTRA 350 a 208,25 a 173,50 a 0,25 a
PRIORI XTRA + BIOUFLA2 3,00 a 28550 a 154,75 a 125 a
Streptomyces + Streptomyces 6,50 a 301,25 a 127,25 a 250 a
PRIORI XTRA + Streptomyces 2,75 a 317,75 a 169,75 a 0,75 a
PRIORI XTRA 250 a 332,50 a 112,50 a 025 a
TESTEMUNHA 450 a 416,75 b 127,25 a 2,00 a
BIOUFLA2 + PRIORI XTRA 125 a 458,50 b 71,25 a 250 a
BIOUFLA2+BIOUFLA2 4,00 a 483,50 b 77,75 a 0,75 a
cv 78,29% 30,69% 83,52% 165,69%

Tabela 6: AACPD de mancha-branca em milho, em 4 experimentos (Vit13 - fazenda UFLA safra 12/13; Porteira - Fazenda de parceiros
safra 12/13; Central - fazenda de parceiro safra 12/13; Vit 14 - Fazenda UFLA safra 13/14), com diferentes tratamentos, incluindo
agentes de controle biolégico no manejo, com p<0,05,apenas no ensaio Porteira. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre

si,a 5% de significancia, pelo teste de Scott-Knott, dentro de cada experimento.
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O complexo mancha-branca (Tabela 6) praticamente ndo esteve presente
nos experimentos montados na fazenda da Universidade Federal de Lavras e
no experimento e nadrea chamada de Central, o que faz o coeficiente de
variacdo ficar elevado e ndo apresentar resultado significativo. Ja na area
Porteira, em que houve um ataque maior da doencae controle,aprimeira
aplicacdo foi de fungicida quimico ou com isolado Streptomyces araujoniae.
Como actinomicetos podem produzir antibidticos (MATSUI et al., 2012) e 0
complexo mancha-branca tem como parte dos agentes etioldgicos uma
bactéria (BOMFETIET AL., 2003), uma hipo6tese é de que antibidticos
produzidos pelo biocontrolador podem estar inibindo o crescimento do

patogeno.
45 Resultados Pos-Colheita

45.1 Produtividade

A produtividade sofreu muita diferenga entre ano e area da cultura. As
diferencas ocorreram devido ao ciclo de chuvas que ndo foi suficiente na
safra 12/13, tendo apenas a area da Vitorinha recebido a quantidade de
chuvas na época correta. Ja na safra 13/14 houve problemas de pluviosidade
baixa em toda regido sudeste (Tabela 2), incluindo a area do experimento
Vitorinha. Outro problema que influenciou a produtividade foi o vento forte
gue acabou derrubando parte do experimento na fazenda do parceiro que
teve uma produtividade maior. O interessante é que o resultado, entre 0s
tratamentos, exceto experimento Porteira, todos obtiveram diferencas
significativas de produtividade (Tabela 7).

Nos experimentos montados na area da Universidade Federal de Lavras que
tiveram menos doengas foliares e ndo houve acamamento pelo vento forte,
foi possivel observar o efeito benéfico, em termos de produtividade do S.

araujoniae, que ficou com as maiores produtividade de maneira consistente.
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Ja o isolado de Bacillus ssp ndo mostrou um incremento de produtividade

constante nem mesmo nas areas semelhantes.



Tratamento Vitl3 Porteira Central Vit 14
Testemunha 166,50 a 52,00 a 59,25 a 87,75 a
BIOUFLA2+BIOUFLA2 183,00 b 60,75 a 76,00 b 89,75 a
PRIORI XTRA + BIOUFLA2 183,25 b 61,75 a 74,00 b 94,75 a
PRIORI XTRA 183,00 b 59,25 a 66,75 a 103,00 b
Streptomyces + PRIORI XTRA 199,75 ¢ 69,00 a 63,50 a 105,25 b
BIOUFLA2 + PRIORI XTRA 182,50 b 58,50 a 57,00 a 108,75 b
PRIORI XTRA +PRIORI XTRA 192,25 ¢ 67,25 a 60,00 a 109,25 b
PRIORI XTRA + Streptomyces 183,25 b 66,50 a 78,00 b 117,75 ¢
Streptomyces + Streptomyces 185,00 b 61,75 a 56,75 a 120,50 c
CVv 3,32% 14,48% 14,28% 5,21%
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Tabela 7: Tabela de produtividade em 4 experimentos (Vit13 - fazenda UFLA safra 12/13; Porteira - Fazenda de parceiros safra

12/13; Central - fazenda de parceiro safra 12/13; Vit 14 - Fazenda UFLA safra 13/14) com diferentes tratamentos, incluindo agentes de

controle biolégico no manejo, com p<0,05, em todos experimentos menos Porteira. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

entre si, a 5% de significancia, pelo teste de Scott-Knott, dentro de cada experimento.
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Quando é feito o teste de correlacdo entre produtividade e as doengas
foliares, comparando a correlagio quantidade de grdos ardidos
produtividade, € possivel observar que a correlagdo de produtividade é forte
em relacdo as doencas foliares e quase ndo tem correlacdo com peso de mil
grdos ou percentagem de graos ardidos.

Como o padrdo de doencas ndo foi constante por serem ensaios sem
inoculacdo dos patogenos foliares, a correlagdo foi mais forte para doencgas
diferentes em cada experimento, como, por exemplo, Vitl3. A maior
correlagdo de produtividade foi para antracnose, com valor préximo a -0,51.
J& no experimento Vit14, a maior correlagdo foi com cercospora, -0,30. Isso
mostra que o tratamento que melhor atuou nas doengas foliares é o melhor,
em termos de incremento de produtividade.

Essa analise deixa claro que a produtividade estd mais ligada as doengas
foliares do que doencas do grdo e espiga. Por isso foram importantesas
avaliacGes de doengas no campo, afinal o produtor sempre quer saber o
resultado em produtividade.

452 Massa de mil graos

A massa média de mil grdos ndo foi significativa em nenhum dos ensaios
entre os tratamentos, mas teve diferenca nas médias entre os experimentos.
Na Vitorinha safra 12/13, a média foi 347g; na Vitorinha safra 13/14, foi de
342 g; na Porteira, 347 g e na area Central, foi de 327 g.

45.3 Percentagem de graos ardidos

A guantidade de gréos ardidos foi significativa em todos os ensaios, como
mostrado na Tabela 8, que se referea percentagem em massa de grdos
ardidos nos experimentos. E interessante observar que a area Central na
fazenda do parceiro teve um padrdo diferente de resultados, cujos motivos

sdo explicados mais a frente.
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Tratamento Vit 2012/2013 Porteira Central Vit 2013/2014
Streptomyces + PRIORI XTRA 6,10 a 8,00 a 17,75 a 6,25 a
BIOUFLA2 + PRIORI XTRA 6,68 a 975 b 23,75 b 8,50 a
PRIORI XTRA + Streptomyces 7,35 a 8,00 a 26,25 b 8,75 a
Streptomyces + Streptomyces 791 a 6,75 a 19,75 a 9,00 a
PRIORI XTRA 543 a 8,25 a 23,00 b 9,00 a
PRIORI XTRA + PRIORI XTRA 9,66 b 8,75 a 16,25 a 17,00 b
PRIORI XTRA + BIOUFLA2 9,67 b 10,25 b 1425 a 1150 b
BIOUFLA2+BIOUFLA2 10,50 b 8,75 a 22,25 b 12,75 b
TESTEMUNHA 1181 b 115 b 2400 b 13,00 b
(04V 22,82% 18,24% 23,41% 35,10%

Tabela 8: Percentagem de gréos ardidos em 4 experimentos (Vitl3 - fazenda UFLA safra 12/13; Porteira - Fazenda de parceiros safra
12/13; Central - fazenda de parceiro safra 12/13; Vit 14 - Fazenda UFLA safra 13/14) com diferentes tratamentos, incluindo agentes de
controle bioldgico no manejo, com p<0,05, em todos experimentos. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si,a 5% de

significancia, pelo teste de Scott-Knott, dentro de cada experimento.
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Com respeito aos graos ardidos, é muito interessante observar que, em todos
0s ensaios, uma aplicacdo do isolado de S. araujoniae mais uma de
fungicida ou duas aplica¢des do isolado sempre ficaram entre os tratamentos
com menor nimero de grdos ardidos, nos testes de separacao de médias.
Portanto, fica claro o efeito desse potencial biocontrolador, visando a
reducdo de grdos ardidos por F. verticillioides com aplicacdo no campo, até
mesmao substituindo aplicacBes de quimicos por produtos bioldgicos.

O padrao diferente de resultados apenas na area central ocorreu, pois houve
um fator externo forte. Uma grande quantidade de indculo ndo planejado de
Stenocarpella maydis, na &rea que circundava o experimento, apresentou
uma quantidade de grdos ardidos média proxima a 60%, o que pode ter
interferido nos resultados. Uma das caracteristicas desse patdégeno é a
reducdo do peso dos gréos, que pode ser observada no peso de mil gréos e

que foi 0 menor dentre as 4 éreas.

45.4 Resultado de analise de blotter teste

Com a analise de blotter teste foi possivel observar que o método de
inoculagdo de F. verticillioides foi efetivo, em todos os ensaios, a
predominancia do fungo. Como as condic¢Ges da incubacdo do blotter eram
Otimas para o crescimento do fungo inoculado e ele tem um crescimento
rapido, praticamente ndo foi possivel observar outra espécie de fungo nos
gréos,pois a avaliacdo tinha que ser feita logo antes que o fungo tomasse a
placa, mascarando o resultado. Por isso foram avaliados apenas grdos com F.
verticillioides.

Como se observa na Tabela 9, todos os experimentos tiveram resultados
significativos, com p<0,05.

O resultado do blotter teste mostrou que o fungicida quimico ndo tem efeito
no poés-colheita para o controle do fungo inoculado, pois, quando o
tratamento foi o de duas aplicacbes de Priorixtra, os resultados ficaram

muito proximos.
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Tratamento Vitl3 Porteira Central Vitl4
PRIORI XTRA + Streptomyces 50,25 a 49,25 a 57,75 a 46,75 b
Streptomyces + PRIORI XTRA 50,75 a 42,75 a 65,00 a 39,50 a
PRIORI XTRA 54,25 a 52,25 b 66,50 a 51,75 b
BIOUFLA2+BIOUFLA2 54,25 a 43,75 a 79,25 ¢ 37,75 a
Streptomyces + Streptomyces 56,00 a 47,00 a 65,75 a 43,00 a
BIOUFLA2 + PRIORI XTRA 57,00 a 52,00 b 7150 b 4750 b
PRIORI XTRA + BIOUFLAZ2 57,00 a 4325 a 7350 b 38,00 a
PRIORI XTRA + PRIORI XTRA 58,50 a 58,75 Db 7175 b 49,00 b
TESTEMUNHA 73,75 ¢ 56,75 b 85,00 c¢ 4850 b
cv 10,43% 13,14% 8,89% 14,65%

Figura 9: Percentagem de grdos com Fusarium verticillioides em 4 experimentos (Vitl3 - fazenda UFLA safra 12/13; Porteira
- Fazenda de parceiros safra 12/13; Central - fazenda de parceiro safra 12/13; Vit 14 - Fazenda UFLA safra 13/14) com
diferentes tratamentos, incluindo agentes de controle bioldgico no manejo, com p<0,05, em todos 0s experimentos. As médias

seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, a 5% de significancia, pelo teste de Scott-Knott, dentro de cada experimento.
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Isso é muito interessante, pois 0s grdos apds a colheita, dependendo das
condicdes de armazenamento, podem entrar em processo de decomposicao e
os fungos podem comegar e/ou continuar produzindo micotoxinas no grao,
como ja mostrava Bacon (2001).

Com os resultados fica comprovado que o uso de agentes de controle
biolégico pode continuar o efeito em pds-colheita, diferente dos fungicidas

quimicos.
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5 Considerag6es Finais

O uso do actinomiceto Streptomyces araujoniae no manejo da cultura do
milho demonstrou étimos resultados, tanto para doencas foliares, antracnose,
cercosporiose e mancha-branca, como foi efetivo no que diz respeito a
reducdo de grdos ardidos. Obtiveram-se resultados consistentes nos quatro
experimentos montados. E uma tecnologia que merece ser desenvolvida para
gue se torne um produto para a agricultura brasileira que deve respeitar
normas rigidas, no que tange ao nivel de micotoxinas,em um pais tropical
com clima considerado 6timo para o desenvolvimento desses fungos
micotoxicogénicos, como o caso do F. verticillioides.

Outro fator importante &€ o fator sinergistico com a utilizacdo do
actinomiceto e o fungicida quimico, que pode facilitar as praticas de manejo
e reduzir custos com aplicacfes, sem alterar de forma drastica o que o
produtor ja esta acostumado a fazer.

O agente de controle biol6gico tem efeito em pds-colheita, 0 que quase nao é
notado quando se utiliza apenas o controle quimico adotado.

Apesar de apresentar algum efeito, o Bacillu ssp utilizado ndo demonstrou
um resultado consistente quando se observam os quatro ensaios, tanto para
doencas foliares quando para gréos ardidos, mas é uma opgdo que requer
mais estudos para se saber como atingir o0 maximo do potencial igual ao teste
invitro. E, como os dados de produtividade também ndo foram os melhores
com a utilizagdo do Bacillu ssp, ndo serd facil encaixar no manejo o

agricultor que sempre almeja patamares maiores de produtividade.
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