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BIOPROSPECCAO DE ISOLADOS DE LEVEDURAS E BACTERIAS,
PROVENIENTES DA SECRECAO ORAL DE Diatraea saccharalis (Fabricius,
1794) (Lepidoptera: Crambidae) COLETADA EM CAMPO, ANTAGONICOS A
Fusarium verticillioides (Nirenberg, 1976) E Colletotrichum falcatum (Went,
1893)

Autor: LARISSA CHARIEL DOMINGOS DA SILVA
Orientador: Prof2. Dr2, ANE HACKBART DE MEDEIROS
RESUMO

Simbiontes de insetos podem ter funcdes desconhecidas na interagdo entre inseto-
planta e do inseto com microrganismos que co-habitam o mesmo espaco. O objetivo
desse estudo foi investigar o potencial de antagonismo da microbiota simbionte,
presentes na secrecao oral de Diatraea saccharalis, com os fitopatdbgenos Fusarium
verticillioides e Colletotrichum falcatum que habitam o colmo de cana-de-agucar.
Para isso, foram coletadas, nas variedades de cana RB-835054 e SP-813250,
lagartas de 4° e 5° instar e trazidas para o laboratério junto aos toletes de cana. A
microbiota da secrecao oral foi transferida para dois meios de cultura seletivos, NA
(nutrient agar) para bactérias e DRBC (Dicloran Rosa-de-Bengala Cloranfenicol)
para leveduras. Baseado na morfologia e coloracdo das colénias, foram
selecionadas, vinte colénias de bactéria e também de levedura de 5 lagartas. Foram
testados quatro meios de cultura: BDA (batata, dextrose, agar), YEPD (yeast extract,
peptone, dextrose), CCS (caldo-de-cana suplementado) e NA para os testes de
cultivo pareado. O meio de cultura mais adequado para o crescimento da maioria
dos microrganismos foi o BDA. O potencial de antagonismo de 82 isolados de
bactéria e 87 isolados de levedura a C. falcatum e F. verticillioides foi avaliado
através de uma escala visual de categorias de 1 a 4, sendo 4 o grau maximo de
antagonismo. Os isolados a que foi atribuida categoria maior ou igual a dois foram
avaliados em co-cultivo com C. falcatum e F. verticillioides quanto a porcentagem de
inibicdo do crescimento. Foi possivel identificar 4 isolados de bactéria que tem o
potencial de inibir o crescimento dos fitopatégenos e 9 isolados com o mesmo
potencial, porém com porcentagens menores. Esses resultados demonstram que
alguns isolados de bactérias e leveduras podem influenciar na relagao existente
entre o complexo broca-podriddo e a planta de cana-de-agucar, podendo,
futuramente, serem utilizados como controle biolégico desses fitopatdbgenos ou
terem algumas moléculas de interesse biotecnoldgico extraida e purificada.

Palavras-chave: Controle Biolégico; Broca-da-cana; Fitopatégenos; Cana-de-
acucar.



BIOPROSPECTION OF YEAST AND BACTERIA ISOLATES FROM ORAL
SECRETION OF FIELD-COLLECTED DIATRAEA SACCHARALIS (FABRICIUS,
1794) (LEPIDOPTERA: Crambidae) ANTAGONIC TO Fusarium verticillioides
(Nirenberg, 1976) AND Colletotrichum falcatum (Went, 1893)

Author: LARISSA CHARIEL DOMINGOS DA SILVA
Adviser: Prof. Dr. ANE HACKBART DE MEDEIROS

ABSTRACT

Insect symbionts may have unknown functions in the interaction between insect-plant
and insect with microorganisms that co-inhabit the same space. The objective of this
study was to investigate the antagonism potential of symbiont microbiota from oral
secretion D. saccharalis collected in the field, against Fusarium verticillioides and
Colletotrichum falcatum pathogens commonly found inside the cane. For this, 4° and
5¢ instar caterpillars were collected inside sugarcane varieties RB-835 054 and SP-
813 250, and brought to the lab inside the cane stalks. The microbiota of oral
secretion was transferred to two selective media, NA (nutrient agar) for bacteria and
DRBC (dicloran Rose Bengal Chloramphenicol) for yeast. Based on morphology and
coloration of the colonies twenty colonies of bacteria and yeast were selected. Four
culture media were tested in co-cultivation of F. verticillioides and C. falcatum versus
bacteria or yeast isolates: PDA (potato, dextrose, agar), YEPD (yeast extract,
peptone, dextrose), CCS (supplemented cane broth) and NA (Nutrient Agar). The
most suitable culture medium for growth of most microorganisms was BDA.
Antagonism potential of 82 bacterial isolates and 87 yeast isolates to C. falcatum and
F. verticillioides was assessed using a visual scale of categories 1 to 4, with 4 being
the maximum degree of antagonism. Isolates that allocated category greater than or
equal to 2 were evaluated in co-culture with C. falcatum and F. verticillioides as the
percentage of growth inhibition. It was possible to identify four isolates of bacteria
which have the potential to inhibit growth of pathogens and 9 isolates with the same
potential but with much lower percentages. These results demonstrate that some
isolates of bacteria and yeast may influence the relationship between the bit-rot
complex and sugarcane plant, may in future be used as a biological control of these
pathogens or have some molecules of biotechnological interest extracted and
purified.

Keywords: Biological Control; sugarcane Borer; Plant pathogens; Sugar cane.



1. INTRODUGAO

A associacao entre simbiontes (bactérias, algas, fungos e protozoarios) e
artropodes é documentada de longa data, e a literatura tem 6timas revisdes sobre o
assunto (DOUGLAS, 1998; BIGNELL, 1984; BOUSH; COPPEL, 1974; ANDERSON;
RAYNER; WALTON, 1984). Insetos tem um dos estilos de vida com mais sucesso
na Terra. Um fator importante para seu sucesso € que insetos podem se alimentar
de uma variabilidade grande de dietas. Esses habitos alimentares flexiveis sao
possiveis, pelo menos em parte, aos simbiontes que eles abrigam (ISHIKAWA,
2003).

Os simbiontes sao frequentemente observados perto do trato digestério dos
artropodes, e € amplamente aceito que esse grupo tem funcdo na nutricdo do
artropode. Para os simbiontes, o trato digestério dos artrépodes representa um
ambiente onde podem estabelecer populagdes estaveis e adquirir substratos ricos
em energia. Para o artr6pode, por outro lado, a simbiose promove a utilizagdo de
uma variedade de recursos alimentares (NARDI; MACKIE; DAWSON, 2002). Um
dos exemplos classicos é a importdncia dos endossimbiontes na nutricdo dos
cupins, pois, embora se saiba que os térmitas podem digerir lignocelulose sem a
assisténcia dos simbiontes do trato digestorio a fixacdo de nitrogénio ou conversao
de diéxido de carbono a acetato seria dificil pois, € uma atividade anaerdbica feita
pelos simbiontes (BIGNELL, 2000). Na literatura, tem-se varios exemplos de
aminoacidos essenciais produzidos por simbiontes e secrecdo de enzimas capazes
de digerir recursos alimentares dos insetos (WICKER, 1983; BORKOTT; INSAM,
1990; DOUGLAS; PROSSER, 1992; DOUGLAS, 2009).

Tem sido reportadas evidéncias que as contribuicbes dos simbiontes nao
estdo limitadas a nutricao (DILLON; DILLON, 2004), ha estudos que mostram a
importancia dos microrganismos simbiontes na interagdo inseto-planta e também
como os mesmos influenciam a comunidade ecolégica mudando a maneira com que
a planta interage com o ambiente (FRAGO; DICKE; GODFRAY, 2012). Existem
casos onde os simbiontes sdo essenciais para a defesa indireta do inseto
hospedeiro, protegendo-o do ataque de inimigos naturais (FERRARI et al., 2004;
KELLNER; DETTNER, 1996; OLIVER et al.,, 2003; VORBURGER; GEHRER,;
RODRIGUEZ, 2010, BROWNLIE; JOHNSON, 2009), e também agem na
detoxificacdo de compostos produzidos pela planta (DOWD, 1991). Simbiontes de



artropodes agem na producao de semioquimicos importantes nas interacdes entre
insetos, sendo estes, em alguns casos, usados como feroménios de agregacao
(BRAND et al.,, 1975), tem também funcdo na reproducdo e desenvolvimento
(CASPARI; WATSON 1959; GHERNA et al., 1991).

O inseto-alvo desse estudo foi (Diafraea saccharalis (Fabricius, 1794)
(Lepidoptera: =~ Crambidae), a  broca-da-cana-de-agucar. Estudos  sobre
microrganismos endossimbiontes da broca-da-cana ainda sdo poucos, conhecendo
até o momento a presenca de fungos filamentosos, leveduras e bactérias que
podem ter grande importancia. Ausique (2009) identificou a comunidade de bactérias
da microbiota do meséntero de lagartas de D. saccharalis e alguns dos isolados
identificados foram capazes de degradar fontes de carbono como celulose,
hemicelulose e lignina. O estudo de Milano (2012), mostrou que associado ao trato
gastrointestinal de D. saccharalis, h4 um reservatorio importante de microrganismos
que produzem enzimas capazes de degradar compostos de celulose e xilano.
Dantur e colaboradores (2015) identificaram bactérias, isoladas do intestino da
broca-da-cana capazes de degradar celulose que podem auxiliar no processo de
producéo de etanol de segunda geragéao.

Os trés estudos acima citados, trabalharam com a microbiota do trato
digestorio. Nao se tem relatos de estudo com a microbiota da secrecdo oral. A
identificacdo dos microrganismos presentes na secrecao oral torna-se necessaria,
pois ndo se tem estudos sobre a funcado da microbiota da secrecdo oral na interacéao
do inseto com a planta da cana-de-agucar, tampouco sobre a funcao da microbiota
na interagcdo com os fitopatégenos que infectam o colmo da planta.

A broca-da-cana completa quase todo o ciclo de vida nas galerias que abre
dentro do colmo da cana-de-acucar. Pela abertura da galeria, ha a colonizacao de
fitopatogenos como Colletotrichum falcatum (Went, 1893) e Fusarium verticillioides
(Nirenberg, 1976). Essa associacao entre lagarta e fungos causadores de podridao
ja é conhecida ha muito tempo, nas regides onde existe cana-de-acgucar, (PANNUTI
et al, 2013). No Brasil a associacdo entre a broca-da-cana e os fungos causadores
de podridao é comumente chamada de complexo broca-podridao.

Nesse estudo, fez-se um levantamento da comunidade de leveduras e
bactérias cultivaveis presentes na secrecdo oral de D. saccharalis coletada de
lavouras de cana-de-agucar. Através de co-cultivo com os fitopatégenos F.

verticillioides e C. falcatum, verificou-se que alguns isolados ndo mostram retardo



algum do crescimento dos fitopatégenos. Existem alguns isolados que tem interacao
com o crescimento, destes, tem-se os dois extremos, ou tem fraca reacdo de
inibicao de crescimento de pelo menos um fitopatégeno, e outros tem forte reacao
de inibig&o.

Com base nesses resultados, pode-se investigar a identidade dos
microrganismos, testar outras fun¢des como digestao de celulose, quitina, producéo
de volateis, identificacdo de compostos secretados no meio de cultura, testar com
outros fitopatdégenos, verificar se o0s microrganismos da secrecao oral estido
presentes também no trato digestivo.

A dificuldade central nos estudos de ecologia de microrganismos no trato
digestivo é associar a diversidade microbiana com suas funcées (NANNIPIERI et al.,
2003). Os isolados de leveduras e bactérias selecionados nesse estudo podem
servir como agentes de controle biolégico desses fitopatégenos e seu potencial
biotecnoldgico pode ser explorado. A utilizacdo de microrganismos endossimbiontes
como ferramenta de biocontrole de fitopatégenos tem se mostrado cada vez mais
importante devido a necessidade de buscar alternativas a utilizacdo de agroguimicos
e seu uso indiscriminado (SHIOMI et al., 2008). O estudo das comunidades de
microrganismos presentes em insetos € importante para o entendimento da
capacidade e plasticidade dos microrganismos de se adaptar e explorar o trato
digestivo dos insetos, e de como as comunidades podem interferir na biologia dos
hospedeiros (CAMPBELL, 1990).



2.1. Objetivo Geral
Investigar o potencial de antagonismo de leveduras e bactérias simbiontes
presentes na secrecao oral de D. saccharalis contra C. falcatum e F. verticilioides.

2.2. Objetivos especificos

1 — Isolar bactérias e leveduras da secregao oral de D. saccharalis coletadas
em campo;

2 - Escolher o meio de cultura mais adequado para co-cultivo de quatro
microrganismos com necessidades nutricionais diferentes;

3 — Fazer um screening inicial de todos os isolados de leveduras e bactérias,
e selecionar aqueles isolados com potencial de inibicdo do crescimento de C.
falcatum e F. verticillioides;

4 — Medir, ao longo de 4 avaliagcbes no tempo, o crescimento dos
fitopatdogenos C. falcatum e F. verticillioides, na presencga de isolados de leveduras
ou bactérias da secrecao oral de D. saccharalis, em comparagdo com o crescimento
de C. falcatum e F. verticillioides cultivado sem a presenca de outro microrganismo.

5 — Identificacdo, através de técnicas moleculares, de alguns isolados de

microrganismos.

3. REVISAO DA LITERATURA
3.1. Simbiontes de artropodes

Simbiose trata-se de uma associacao intima entre organismos de diferentes
espécies. O termo é algumas vezes restrito a casos onde as duas partes se
beneficiam (RIO et al., 2003; FRAGO, DICKE; GODFRAY, 2012). Microrganismos
simbiontes de artropodes (bactérias, algas, fungos e protozoa) tém sido encontrados
em associacao com varios tecidos diferentes. Endossimbiontes residem no interior
do corpo ou das células do seu hospedeiro, dentro de 6rgaos especializados e
também no espaco intercelular (WHITFIELD, 1979) e um ectossimbionte reside fora,
na superficie do seu hospedeiro ou esta fisicamente separado dele.

A maioria dos insetos estd envolvida em algum tipo de simbiose com
microrganismos (RIO et al., 2003). Os simbiontes sdo capazes de modificar a
biologia de seus hospedeiros (NOGUEIRA, 2012) podendo estar envolvidos na
alimentacdo dos insetos, facilitando sua digestdo como complemento nutricional,

auxiliando na desintoxicacdo do material vegetal e até mesmo na defesa do inseto



contra invasbes de patdgenos e ataque de parasitdides (HIROSE; PANIZZI, 2009) e
em alguns casos podem trazer beneficios na competicdo intraespecifica
(BROWNLIE et al., 2007).

Os microrganismos exercem uma fungao fundamental na digestao dos insetos
podendo contribuir na transformacado de macromoléculas em nutrientes essenciais
(CAMPBELL, 1990). Alguns insetos como cupins e baratas que se alimentam de
madeira, larvas de besouros, entre outros, podem usar substratos ricos em
lignocelulose como sua principal fonte de alimento e s&o altamente eficientes na
degradacao de celulose a glicose como fonte de energia (SUN; SCHARF, 2010). Os
insetos sozinhos ndo secretam todas as enzimas digestivas para hidrolisar as 8
ligacbes dos polimeros. Pelo contrario, grande parte da hidrolise desses
polissacarideos é realizada por enzimas produzidas pelos simbiontes microbianos
presentes no trato digestivo (CAZEMIER et al., 1997; BRUNE; FRIEDRICH, 2000;
SUH et al., 2001; WENZEL et al., 2002). Ja foi mostrado que os microrganismos do
intestino de escarabeideo Holotrichia parallela (HUANG et al., 2012), cupins (ZHOU
et al.,, 2007), besouros que degradam madeira como Anoplophora glabripennis
(GEIB et al.,, 2010) e Saperda vestita (DELALIBERA et al., 2005), larvas de
coledpteros como Tenebrio molitor (FERREIRA et al., 2001) sao considerados
essenciais para a digestao de celulose.

Mais recentemente estudos mostraram que, comunidades microbianas de
simbiontes de insetos herbivoros tem importancia na ecologia das interacées entre
planta-inseto (FRAGO, DICKE; GODFRAY; 2012). Os herbivoros sdo dependentes
de seus microbiomas gastrointestinais para a detoxificacdo de compostos de plantas
(DOWN, 1992) e outros compostos antinutricionais (MORRISON et al., 2009). Ha
evidéncias de que simbiontes de insetos herbivoros alteram a fisiologia das plantas.
Kaiser et al. (2010) mostraram que a mariposa Phyllonorycter blancardella usa as
bactérias endosimbiontes para se alimentar de folhas em senescéncia, induzindo a
fotossintese em algums regides da folha. Existem também relatos de interacdes
entre fungos e bactérias simbiontes de insetos. Por exemplo: no besouro que se
alimenta de madeira Dendroctonus frontalis o fungo Entomocorticium sp. digere
madeira para a larva em desenvolvimento e outro fungo (Ophiostoma minus) protege
o inseto das defesas da planta (KLEPZIG; SIX, 2004), mas, ap6s um certo periodo

do desenvolvimento, O. minus passa a nao ser mais benéfico para o inseto, entéo,



outro simbionte, uma bactéria (Streptomyces sp.) produz um antibiético que inibe o
crescimento de O. minus (SCOTT et al., 2008; AANEN et al., 2009).

3.2. Simbiontes de D. saccharalis

No Brasil, a principal praga da cultura da cana-de-aglcar € a Diatraea
saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae). Essa lagarta tem ampla
distribuicdo nos canaviais do Brasil e em outras localidades no continente americano
(VENDRAMIM et al., 1991; DINARDO-MIRANDA, 2008; DINARDO-MIRANDA et al.,
2011). O ataque da lagarta ocorre durante todo o desenvolvimento da planta de
cana-de-agucar, sendo mais significativo quando os entren6s ja estdo formados
(MACEDO; BOTELHO, 1988).

As perdas causadas pela lagarta podem alcancar cerca de 35 Kg de acglcar
por hectare e aproximadamente 30 litros de alcool por hectare com apenas 1% dos
colmos afetados pelo ataque da broca (SANDOVAL; SENO, 2010). A colheita
mecanizada, obrigatéria desde 2008, colaborou para o aumento dos danos
causados pela lagarta (SOUZA et al., 2008). A despalha da cana através da queima,
contribuia com a destruicdo de ovos, pupas e insetos adultos, sem a realizacdo da
gueima pragas como a broca passaram a ter maior ocorréncia nesta cultura,
tornando-se um dos principais desafios técnicos a ser equacionado em éareas de
cana crua (MACEDO et al., 2002, SOUZA et al., 2008).

Inseticidas de contato ndo sao eficazes pois a janela de acao do inseticida é
somente entre o primeiro instar até a lagarta brocar no colmo (CIRELLI,
PENTEADO-DIAS, 2003). Variedades resistentes de cana-de-acucar a broca ainda
nao estdo disponiveis, devido a dificuldade de combinar caracteres genéticos que
nao favorecem a infestacdo da cana-de-acucar pela lagarta com caracteres
agrondémicos favoraveis (DEMETRIO; ZONETTI; MUNHOZ, 2008). Uma das
cultivares de cana-de-agucar mais plantadas no estado de Sdo Paulo com 5.312 ha
(CENSO VARIETAL, 2012), SP80-1842, devido sua alta produtividade (FARONI et
al., 2007) é suscetivel ao ataque da broca da cana-de-acucar (DINARDO-MIRANDA,
2003; CAMILLO, 2010). Atualmente, a forma mais eficiente de controle é o controle
biolégico com o parasitéide de lagarta Cotesia flavipes (Cameron, 1891) (GALLO et
al, 1988), combinada com o uso do parasitdide de ovos Trichogramma galloi (Zucchi,
1988). Juntos, podem chegar a uma eficiéncia de controle de aproximadamente 71%
(ARRUDA et al, 2014).



Os estudos sobre microrganismos endossimbiontes da broca-da-cana ainda
sao incipientes, conhecendo até o momento a presenca de fungos filamentosos,
leveduras e bactérias (AUSIQUE 2009; MILANO, 2012;) provenientes do intestino e
que podem ter grande importancia. Por exemplo, Milano (2012), mostrou que
associado ao trato gastrointestinal de Diatraea saccharalis, Migdolus fryanus
(Westwood, 1863) (Coleoptera: Cerambycidae), Sphenophorus levis (Vaurie, 1978)
(Coleoptera: Curculionidae) e Telchin licus licus (Drury, 1773) (Lepdoptera:
Castniidae) apresenta um reservatério importante de microrganismos com
capacidade de degradagdo enzimatica para compostos de celulose e xilano tais
como a bactéria Bacillus amyloliquefaciens e as leveduras Meyerozyma
guilliermondli, Cryptococcus laurentti, Candida pseudointermedia, C. parapsilosis, C.
solani e Aureobasidium pullulans bem como fungos filamentosos dos géneros
Pyrenophora, Aspergillus e Penicillium. Dantur e colaboradores (2015), em busca de
bactérias com atividades celuloliticas no intestino de D. saccharalis identificou as
bactérias Klebsiella oxytoca, Klebsiella. pneumoniae, Klebsiella variicola,
Stenotrophomonas maltophilia, Stenotrophomonas rhizophila, Bacillus pumilus,
Enterococcus casseliflavus, Microbacterium hominis, Microbacterium schleiferi, que
podem ter potencial industrial.

Ausique (2009) identificou a comunidade de bactérias da microbiota do
meséntero de lagartas de D. saccharalis, coletadas em diversas lavouras de cana-
de-acucar. Seus resultados indicaram que, as comunidades sdo compostas por
membros dos filos Proteobacteria, Bacteroidetes e Actinobacteria, sendo
Proteobacteria o filo predominante. Os microrganismos podem estar associados a
degradacdo de compostos de interesse industrial, como demostrado nos estudos de
Ausique (2009) onde os microrganismos foram capazes de degradar fontes de
carbono como celulose, hemicelulose e lignina. Milano (2012), verificou que ha
microrganismos capazes de degradar lignina e celulose, e também como
demonstrado por Dantur e colaboradores (2015), que identificou bactérias capazes
de degradar celulose que podem auxiliar no processo de producédo de bioetanol e
etanol de segunda geracao, por exemplo.

3.3. Associacao da broca-da-cana com fungos causadores de podridao
Os danos provocados pela alimentacdo da lagarta podem ser diretos, por
meio de abertura de galerias no interior do colmo da planta, reduzindo o fluxo de



seiva, e tornando-a mais suscetivel ao tombamento pela agdo do vento e chuvas
(GALLO et al., 2002) e indiretamente, beneficiando a entrada de fungos nas plantas,
causando a podriddao vermelha do colmo e ou a podriddo por Fusarium, levando
assim a degradacéo da sacarose, contaminacéo o caldo e reducdo da producao de
alcool (BOICA JR; LARA; BELLODI, 1997).

A associagao entre a broca e os fitopatdbgenos causadores de podriddes, é
popularmente chamado de “complexo broca-podriddao”. No Brasil, Pannuti e
colaboradores (2013) verificaram uma correlagdo positiva entre o numero de orificios
feitos pela broca da cana-de-agucar no colmo com o numero de internédios afetados
pela podriddo-vermelha. Os autores constataram também que o numero de
internédios com sintomas de podridao-vermelha correlacionou-se negativamente a
porcentagem de acucar no colmo. Turco, Pires, Rossato (2013) afirmam que o
complexo ‘broca-podriddo’ tem influéncia negativa significativa na brotacdo de
gemas de cana-de-agucar.

A associacao entre a broca e os fungos causadores da podriddo n&o ocorre
somente nos canaviais brasileiros. No Sul dos Estados Unidos, por exemplo,
Ogunwolu e colaboradores (1991) comprovaram a relacao entre 0 dano mecéanico
simulado na planta de cana-de-acucar e a presenga do fungo C. falcatum, com
aproximadamente 92% dos internddios infectados, mostraram o oportunismo deste
fungo. No sul da Africa, o inseto brocador conhecido como Eldana saccharina
(Walker, 1865) (Lepidoptera: Pyralidae) (GOVENDER; McFARLANE;
RUTHERFORD, 2010; McFARLANE, GOVENDER; RUTHERFORD, 2009) e no
México ha relatos de Diatraea sp. e Chilo loftini (Dyar, 1917) (Lepidoptera:
Crambidae), que também abrem galerias nos colmos da cana-de-agucar facilitando
a entrada de fungos fitopatogénicos (FLANDERS, 1930). Essa associacao também
ocorre em outras culturas como por exemplo, Na Europa também ha uma relacéo
estabelecida entre a injuria causada por um inseto broca Ostrinia nubilalis (Hubner,
1796) (Lepidoptera: Crambidae) e a entrada do fitopatdégenos Colletotrichum
graminicola (Ces.) G.W. Wils. que causa podriddao do colmo do milho (VENARD;
VAILLANCOURT, 2007).

Entre os fungos causadores de podridao, destacam-se o C. falcatum e F.
verticillioides. A podridao vermelha causada pelo C. falcatum pode ocorrer em
diferentes partes da planta, mas geralmente instala-se no caule e nas sementes

(SAKSENA, 2013), entretanto, € possivel visualizar sintomas externos nas folhas e



no caule que apresentam uma coloracao purpura-avermelhado (KALAIMANI, 2012).
Os sintomas da doenca podem variar dependendo da suscetibilidade da cultivar de
cana-de-aglcar, da viruléncia do patégeno e do ambiente (SAKSENA, 2013).
Durante a germinacao da cana-de-acucar, a associacao com esses fungos provoca
0 apodrecimento completo do tolete acarretando a morte de gemas e diminui¢cdo na
germinagédo (SANTANA, 2010). Nos colmos, o patdégeno provoca internamente uma
podridao vermelha (RAGO; TOKESHI, 2005).

O fungo F. verticillioides esta associado as doencas murcha por Fusarium e
ao Pokkah Boeng e em casos agudos, a doenca causa distorcdo do colmo com
lesbes externas e internas e apodrecimento da parte apical do colmo, podendo
afetar a inflorescéncia da planta, as sementes e gemas (GATCH; MUNKVOLD,
2002; SANTOS, 2010; VISHWAKARMA et al., 2013). O patégeno eventualmente
esta presente na planta de maneira endofitica, dificultando a avaliagdo dos prejuizos
causados por essa doenca e qualquer estresse como dano mecanico e estresse
hidrico, sofrido pela planta faz com que a infec¢do se manifeste (TOKESHI, 1997).

Diferentes isolados de Fusarium foram identificados em cana-de-agucar,
alguns causam a podriddo do colmo enquanto outros sdo endofiticos, e ndo causam
sintomas da doenca (GOVENDER et al., 2010). McFarlane e colaboradores (2009)
mostraram que existem isolados de Fusarium que sdo antagonistas e outros que sao
benéficos para o crescimento e desenvolvimento da broca do colmo da Africa,
Eldana saccharina Walker (Lepidoptera: Pyralidae). Inclusive ha trabalhos que
mostram o potencial de uso de espécies de Fusarium para o controle bioldgico de E.
saccharina (MAHLANZA et al., 2015). A podridao vermelha da cana-de-aglcar é
uma doenga muito antiga e devastadora, causada principalmente por isolados de
Colletotrichum falcatum. Colletotrichum produz toxinas (SAIKIA et al., 2004)
provocando uma resposta de defesa na cana-de-agucar (PRATHIMA et al., 2013)
que é dependente da variedade de cana (SUNDAR et al., 1999).

3.4 Endossimbiontes usados no controle biolégico

Como alternativa aos métodos tradicionais no combate de pragas e agentes
causadores de doencgas o controle biolégico tem sido uma alternativa para uma
agricultura econémica, social e ecologicamente viaveis (SILVA; BRITO, 2015).

Parra e colaboradores (2002) definiram controle biolégico como um fenémeno

natural que consiste na regulacdo do numero de plantas e animais por inimigos
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naturais, os quais se constituem nos agentes de mortalidade biética. De acordo com
Berti Filho (1990), é certo que todas as espécies vivas sdo acometidas por inimigos
naturais que se alimentam delas e, geralmente, regulam sua densidade
populacional.

Diferentes grupos de microrganismos tém sido selecionados como fortes
agentes de controle bioldgico, incluindo fungos, bactérias e actinomicetos (MELO,
2016). No entanto ainda n&o ha estudos sobre endossimbiontes de D. saccharalis
gue possam servir como agentes de controle biolégico dos fungos oportunistas C.

falcatum e F. verticillioides.

4.  MATERIAL E METODOS
4.1. Coleta de lagartas de D. saccharalis em lavouras de cana-de-acucar
Foram realizadas duas coletas, em fevereiro e marco de 2015, em
Itirapina/SP, variedade SP-813250, e em Limeira/SP, variedade RB-835054. Nas
duas areas a cana-de-agucar estava no estagio de cana planta, com idade entre 4 e
5 meses. Foram selecionadas para a amostragem areas onde nao foram aplicados
produtos quimicos para controle de pragas, o que poderia influenciar o conteudo e
as caracteristicas da microbiota no trato digestivo das lagartas. Em cada talhao,
buscou-se por plantas de cana com sinais de ataque da broca. A cana foi cortada
rente ao solo com auxilio de um facdo. O colmo foi aberto longitudinalmente e se a
lagarta apresentava-se nos instares finais de desenvolvimento, foram mantidas junto

ao colmo e deixadas em uma caixa de isopor.
4.2. Coleta da secrecao oral e plaqueamento em meio seletivo

Apés transporte em caixa de isopor do campo ao laboratério, em camara de
fluxo laminar, de maneira asséptica, as lagartas foram separadas dos toletes e
colocadas em placas entomoldgicas. Foi medida a capsula cefalica para
determinacao do instar, de modo que somente foram selecionadas lagartas do 4° e
52 instares para o isolamento de microrganismos, totalizando 15 lagartas.

Com auxilio de micropipetas, de cada uma das lagartas, foram retirados
aproximadamente 5 pL da secrecdo oral e transferido para um microtubo de
centrifuga de 1,5mL e mantido no gelo. Em cada microtubo, foi adicionado 95 pl de
solucao de Cloreto de Sédio a 150 mM e agitado em vortex.
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Para isolamento das bactérias cultivaveis, 50 pL da suspensdo foram
transferidos para meio semi-sélido N.A. (Nutrient Agar — Difco® composto de extrato
de bife 3g/L, peptona 5g/L, agar 15g/L;), e incubadas a 28°C em camara climatizada
tipo B.O.D. (Biological Oxygen Demand) por 1 a 7 dias, dependendo da taxa de
crescimento dos microrganismos (MILANO, 2012).

Para isolamento das leveduras cultivaveis, 50 pL da suspensdo foram
plagueados por superficie em meio semi-sélido DRBC (marca Difco®) composto de
Dicloran, Rosa de Bengala e Cloranfenicol a 0,05¢/L e incubados a 28°C em B.O.D.
por 3 a 7 dias, dependendo da taxa de crescimento dos microrganismos (MILANO,
2012). Apds o periodo de incubagéo, as placas de meio NA e DRBC provenientes
da mesma lagarta foram agrupadas e os conjuntos que tinham mais de 50 colénias
por placa e maior variabilidade de formas e coloracdo foram separadas.. Cada
coldnia foi entdo tocada com a alga de platina, transferida e agitada em um tubo com
50 ul de solucao de 150 mM de cloreto de sdédio, essa suspensdo foi entdo
homogeneizada e transferida para uma placa individual, sob as mesmas condicdes
de temperatura.

4.3. Selecao do meio de cultura para co-cultivo de isolados da secrecao oral
e fitopatégenos F. verticillioides e C. falcatum

Em um primeiro momento, foi selecionado o meio de cultura mais apropriado
para o co-cultivo de leveduras e bactérias e fungos filamentosos. O meio de cultura
ideal seria aquele que nao beneficiasse ou diminuisse o crescimento, tanto do
fitopatégenos quanto dos microrganismos obtidos da secrecao oral. Foram testados
quatro meios de cultura.

1 - meio de cultura BDA (marca Difco®), composto de batata 200g/L; dextrose
20g/L; agar 18g/L.

2 - meio de cultura YEPD, composto de dextrose 20g/L; peptona 20g/L;
extrato de levedura 10g/L, agar 15g/L),

3 - meio de cultura C.C.S. (caldo de cana-de-acuc¢ar suplementado),
preparado a partir de caldo de cana-de-acucar clarificado (2 claras de ovo batidas
em neve/L, fervura por 30 min, resfriamento e filtragdo em algodao), 5,0 +0,1°brix,
extrato de levedura (10g/L), peptona (10g/L), agar (15g/L), pH 6,2+0,2 (ERNANDES;
CRUZ, 2010).
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4 - meio de cultura N.A. Nutrient Agar (marca Difco®), composto de extrato
de bife 3g/L, peptona 5g/L, agar 15g/L.

Em cada placa de Petri (90 x 15 mm sem divisdo), contendo meio de cultura a
ser testado, foi inoculado em disco de micélio com 0,7 cm de didmetro de cada
isolado de levedura ou bactéria. Na extremidade oposta, foi inoculado um disco (0,7
cm) de um dos fitopatdgenos (F. verticillioides ou C. falcatum). Os isolados de F.
verticillioides e C. falcatum utilizados nos experimentos foram obtidos da Colecao de
Microrganismos “Prof. Sérgio Batista Alves” do Laboratério de Patologia e Controle
Microbiano de Insetos do Departamento de Entomologia e Acarologia da ESALQ —
USP e inicialmente, foram isolados de cana-de-agucar. Apos a inoculacao, as placas
foram mantidas em camara climatizada do tipo B.O.D. a 28°C por 7 a 15 dias. Foram
utilizados 3 isolados de bactéria e 3 isolados de levedura, escolhidos aleatoriamente,
provenientes de lagarta coletada na variedade RB-835054.

4.4. Screening inicial de isolados de bactérias e leveduras, quanto a
capacidade de inibicao ao crescimento de fitopatogenos

O objetivo destes experimentos foi categorizar 82 isolados de bactérias e 87
isolados de leveduras, quanto a capacidade de inibicdo do crescimento dos
fitopatogenos C. falcatum e F. verticilioides. 1sso foi feito para selecionar aqueles
isolados com interacdo negativa ao crescimento dos fitopatdgenos, para em um
segundo momento, avaliar a inibicdo do crescimento dos fitopatdégenos através de
medicoes do raio do fitopatégeno na presenca do isolado da secrec¢édo oral.

A avaliacao categérica para os tipos de interagdes dos co-cultivos foi utilizada
para selecionar aqueles isolados (de bactéria e levedura) que tinham alguma
interacao negativa sobre o crescimento dos fitopatégenos. A escala descrita por Bell;
Wells e Markham (1982) foi utilizada com algumas modificacbes (Tabela 1) e
ilustrado na Figura 1.
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Tabela 1 — Avaliacao categoérica, adaptada de Bell; Wells e Markham (1982) usada
no screening inicial dos isolados de bactéria e levedura da secrecao oral de D.
saccharalis.

Categoria Descricao

1 Fitopatégeno cresce por cima do isolado (levedura ou bactéria) da
secrecao oral;

2 Fitopatégeno tem crescimento reduzido pelo isolado (levedura ou
bactéria) da secrecdo oral, mas ao fim do periodo de incubacao, o
fitopatdgeno cresce levemente por cima do isolado;

3 Fitopatégeno cresce até proximo da colbnia do isolado (levedura ou
bactéria) da secrecao oral, e ndo cresce por cima;

4 Fitopatdgeno tem crescimento reduzido nas proximidades da col6nia do
isolado da secrecao oral com formacdo do halo de inibicdo, que se
mantém por todo o periodo de incubacao.

Figura 1 - Escala de interacdo em co-cultivo, adaptada de Bell; Wells e Markham
(1982). Categoria 1: fitopatdgeno cresce por cima do microrganismo da secrecao
oral, nessa foto ilustrando a interacéo entre F. verticillioides e isolado de levedura
3.1; Categoria 2: fitopatégeno tem crescimento reduzido pelo isolado (levedura ou
bactéria) da secrecdo oral, mas ao fim do periodo de incubacgéo, o fitopatégeno
cresce levemente por cima do isolado, nessa foto ilustrando a interagcao entre C.
falcatum e isolado de levedura 1.2; Categoria 3: fitopatdgeno cresce até préximo da
colénia do microrganismo da secrecao oral, € ndo cresce por cima, nessa foto
mostrando a interagdo entre F. verticillioides e isolado de levedura 4.5; Categoria 4:
fitopatdogeno tem crescimento reduzido nas proximidades da col6nia do isolado da
secrecao oral com formacao do halo de inibicdo, que se mantém por todo o periodo
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de incubagao, nessa foto mostrando a interacdo entre C. falcatum e isolado de
bactéria 10.2.

Para essas avaliacdes, o meio BDA (Difco®) foi usado. Foram inoculados em
extremidades opostas, um isolado de bactéria ou levedura da secrecédo oral e os
fungos fitopatégenos F. verticillioides e C. falcatum, como descrito no item 4.3.
Foram feitas quatro repeticdes para cada um dos isolados versus fitopatdgeno.

E importante ressaltar que co-cultivos usando isolados de bactéria foram
feitos com meio BDA sem suplementacdo de antibibticos, ja os co-cultivos usando
isolados de leveduras, o meio BDA Difco® foi suplementado com 0,05 g/L de
antibiético (Pentabibtico veterinario reforcado, Fort Dodge R Saude Animal LDTA),
com o intuito de evitar crescimento bacteriano.

Devido ao ritmo de crescimento dos microrganismos serem distintos, nos
experimentos feitos com bactérias, os fungos fitopatogénicos foram colocados para
crescer primeiro na placa de Petri com meio de cultura e somente apdés cinco dias as
bactérias foram colocadas, a partir dai as placas foram incubadas por
aproximadamente quinze dias. Ja os experimentos feitos com levedura e F.
verticillioides foi feito o contrario, o fitopatégeno foi colocado apés cinco dias de
crescimento da levedura, e posteriormente foram incubadas por aproximadamente
quinze dias. Nos experimentos feitos com levedura e C. falcatum, os dois
microrganismos foram inoculados no mesmo dia, pois ambos crescem na mesma
velocidade. A avaliacdo foi realizada quando os controles (somente com o
fitopatégenos) preencheram a placa toda.

A quantidade de isolados apds os testes iniciais esta descrita na Tabela 2.

Tabela 2 — Numero de total de isolados e niumero de isolados selecionados apos
categorizacao quanto a influéncia no crescimento de F. verticillioides e C. falcatum.

Lagarta/ , . Numero de isolados
) Numero total de isolados )
Variedade selecionados
Bactérias Leveduras Bactérias Leveduras
1 / RB-835054 20 20 5 16
2 / SP-813250 20 19 5 2
3 / RB-835054 20 18 10 13
4 / SP-813250 5 15 1 5

5/ SP-813250 17 15 3 4
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4.5. Avaliacao da porcentagem de inibicao do crescimento dos fungos
fitopatogénicos

Apés avaliar a interagdo entre isolados da secrecao oral e fitopatégenos, de
acordo com as categorias da escala de Bell; Wells e Markham (1982), foram
selecionados para medicdo da inibicdo do crescimento somente aqueles isolados
que apresentaram valor igual ou superior a categoria 2. O co-cultivo foi feito como
descrito anteriormente. Placas contendo somente o fitopatdégeno foram usadas como
controles. As placas foram incubadas a 28°C e a porcentagem de inibicdo do
crescimento dos fitopatdgenos foi avaliada em 4 datas apds a inoculacao, de acordo
com o crescimento dos fitopatbgenos e isolados de levedura e bactéria. O
experimento foi considerado concluido quando o crescimento do fitopatégeno tocou
a borda oposta a inoculagao.

A porcentagem de inibigédo foi calculada utilizando a férmula de Ahmed et al.
(1999).

/=100 - (100 RA/Ry)

Onde / é a inibicao do crescimento vegetativo do fitopatdgeno;

R; é a distancia (em mm) da col6nia controle do fitopatdbgeno, onde o
fitopatdgeno cresceu sem a presenca do isolado de levedura ou bactéria;

R» é a distancia (em mm) do desenvolvimento do micélio do fitopatégeno na
presenca de isolados de levedura ou bactéria.

A medicao do crescimento do fitopatdgenos na placa foi feito de acordo com a
Figura 2.

Figura 2 - Exemplo de medi¢cédo de crescimento do fitopatégenos para determinacao
de porcentagem de inibicao.

Os dados gerados nesses experimentos foram submetidos a analise
estatistica, feita com o software R (versao 3.02). A andlise de variancia com parcelas
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subdivididas no tempo e, dado a interacao significativa entre isolados na inibicdo ao
crescimento dos fungos, foi avaliada a inibicdo dos isolados ao longo das quatro
avaliacoes apds inoculacédo. Dentro de cada avaliagdo no tempo, foi usado o teste
de Scott-Knott ao nivel de significAncia de 0,05 para separacdo de médias dos
isolados.

4.6. Identificacao de Bactérias, amplificacao do DNA e sequenciamento

O DNA foi extraido segundo HEUER et al. (1997) e quantificado através de
espectofotdmetro no comprimento de onda de 260 nm e a integridade foi monitorada
através de gel de agarose a 2%. Para a amplificacdo do DNA foram usados primers
homélogos as regides conservadas do gene que codifica 0 16S rRNA (16S rDNA)
para amplificacdo de regides varidveis entre os primers, que distinguiriam as
sequéncias. As reacdes de amplificacdo do DNA foram realizadas com um volume
final de 50 pl, contendo 10x Taq Buffer com (NH4).SO4 (Thermo Scientific), 0,2 mM
de Mix de dNTP (10 mM), 2mM de MgCl. (25mM), Tag DNA polimerase (1.25U) e
1uM de cada iniciador F27 5- AGAGTTTGATC(A/C)TGGCTCAG’ e R1387 5'-
CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG (HEUER et al., 1997) e 1 ul de DNA
bacteriano (aproximadamente 3 ng). A amplificacao foi feita em termociclador Perkin-
Elmer GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) com programacao de 36
ciclos de desnaturacao a 94°C, anelamento a 55°C, extensao a 72°C por 2 minutos
e uma extensao final de 7 min a 72°C. A reacao de amplificagéao foi realizada em um
volume final de 50 uL, contendo tampao 1X (KCI 50mM, Tris-HCI 20 mM), 3,7 mM
MgCl>, 1mM de dNTP, 0,05U/uL Tag DNA polimerase (Invitrogen), 0,4 uM de cada
primer (F27 e R1387) e, aproximadamente 3ng de cada DNA (HEUER et al., 1997).

O produto de PCR foi observado por eletroforese em gel de agarose 1,4% a 3
V/cm, juntamente com o marcador de peso molecular DNA Ladder 100 pb
(Invitrogen). O gel foi corado com Syber green e fotodocumentado em luz UV.
Posteriormente, os produtos da PCR foram purificados com o kit Wizard® SV Gel
and PCR Clean-Up System de acordo com instrucdes do fabricante e enviados para
sequenciamento no Laboratério de Biotecnologia Agricola (CEBTEC) da Escola
superior de Agricultura Luiz de Queiroz da Universidade de Sao Paulo.

Para a identificacdo das sequéncias, foi feita uma analise comparativa no
banco de dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information), por meio
do Basic Local Alignment Search Tool (tBLASTx) (ALTSCHUL et al., 1997), que
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procura na base de dados traduzida de sequéncias de RNA ribossémico 16S
(Bacteria e Archaea) usando uma sequéncia de nucleotideos traduzida. Essa
metodologia usa o método heuristico para encontrar o melhor score de alinhamentos
locais entre a sequéncia submetida de nucleotideos e o banco de dados de
proteinas. Dessa forma, para a identificacao foram consideradas as sequéncias de
linhagens bem caracterizadas que apresentaram os mais altos valores de identidade

com as sequéncias submetidas.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Isolamento de leveduras e bactérias provenientes da secrecao oral de D.
saccharalis coletada no campo

Foram coletadas (Figura 3) 19 lagartas na primeira coleta na variedade SP-
813250 e 14 lagartas na segunda coleta, na variedade RB-835054. Ap6s medicao
da capsula cefalica em laboratério, somente foram selecionadas aquelas lagartas do
42 e 5% instar: 6 lagartas coletadas na variedade SP-813250 e 9 na RB-835054.

Trés conjuntos de placas (meio NA e meio DRBC) provenientes de 3 lagartas
coletadas na variedade SP-813250 foram selecionados, e 2 conjuntos de placas de
lagartas coletadas na RB-835054. Posteriormente, colénias (Tabela 2) distintas e
visualmente diferentes de cada placa foram escolhidas e transferidas para uma
placa individual em meio semi-sélido NA (para bactérias) (Figura 4) e DRBC (para
leveduras).

5.2. Escolha do meio de cultura mais apropriado para co-cultivo de F.
verticillioides ou C. falcatum e isolados de levedura ou bactéria

Dos quatro meios testados o que visualmente atendeu melhor as
necessidades das bactérias, leveduras e fitopatégenos, sem favorecer ou prejudicar
o crescimento dos mesmos foi 0 meio BDA (Figura 5, primeira coluna), tanto para
isolados de levedura co-cultivados com F. verticillioides (Figura 5 A) quanto com C.
falcatum (Figura 5 E). O mesmo resultado se deu para bactérias (Figuras 51 e 5 M).
O meio BDA é o meio mais indicado para o cultivo dos fungos F. verticillioides e C.
falcatum (SILVA et al., 2006), e onde, em comparagcdo com 0s outros meios
testados, os fungos se desenvolveram melhor, com a coloracdo e aspecto

esperados.



18

O meio YEPD proporcionou um rapido crescimento dos fungos F.
verticillioides e C. falcatum. Observa-se que, neste meio os fungos apresentam
somente hifas, sem esporulacdo. Apesar de ser o meio indicado para o
desenvolvimento de leveduras (SOARES; ANDREAZZA; SALVADOR, 2005;
ANGELIS; VALSECHI, 2006), a comparacao do crescimento dos dois organismos
ficou prejudicada (Figura 5 B e 5 F). A maioria dos isolados de bactérias cresceu
muito bem no meio YEPD (Figura 5 J e 5 N).

O meio de caldo de cana-de-agucar (CCS) tem sido usado para producao de
levanas em levedura (ERNANDES; CRUZ, 2010), e nas condicbes experimentais, foi
0 que visualmente menos favoreceu o crescimento, tanto da levedura quanto de F.
verticillioides e C. falcatum (Figura 5 C e 5 G). Ja a maioria dos isolados de bactéria
cresceu vigorosamente nesse meio, e em alguns casos, ultrapassando a velocidade
de crescimento de F. verticillioides e C. falcatum (Fig. 5 K e 5 O). Assim, 0 uso desse
meio de cultivo, apesar de ser a alternativa mais abundante e econémica no estado
de Sao Paulo, além de ser o substrato onde todos os microrganismos estudados
aqui tem contato em condicdes naturais, foi descartado.

A quase totalidade dos isolados de levedura desse estudo ndo cresceram no
meio NA (Figura 5 D e 5 H), inviabilizando a avaliagdo da interagdo com os fungos.
Esse meio é o mais indicado para cultivo de bactérias, que, de uma maneira geral,
precisam de poucos nutrientes para seu desenvolvimento (PEREIRA; MATOS;
FORTES, 2003). E de fato, aqueles isolados de bactéria que apresentaram
antagonismo a F. verticillioides e C. falcatum tiveram os melhores resultados de
inibicdo do crescimento nesse meio (Figura 5 L e 5 P), inclusive, o halo de inibicdo
perdurou por mais de dois meses depois do final do experimento (dados nao
mostrados). Nesse meio de cultivo, F. verticillioides e C. falcatum nao tiveram
impedimento ou favorecimento no crescimento, apresentando velocidade de
crescimento comparavel ao meio BDA.

Assim, entre todos os meios testados o meio BDA mostrou-se o mais
satisfatorio e foi o escolhido para o avaliar a interacao entre isolados de levedura e
bactéria e F. verticillioides e C. falcatum usando cultivo pareado.
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Figura 3 - Coleta de lagartas

Figura 4 - Exemplo de placa em meio NA para selecdo de bactérias da secrecao
oral de lagarta coletada em campo.
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Figura 5 - Co-cultivo entre isolado 3.9 de levedura da secregcdo oral de D.
saccharalis e F. verticillioides (fotos A a D) e C. falcatum (fotos E a H) e entre isolado
9.1 de bactéria e F. verticillioides (fotos | a L) e C. falcatum (fotos M a P) em relacao
aos meios de cultura utilizados. Os meios de cultivo utilizados foram BDA (A, E, |,
M), YEPD (B, F, J, N), CCS (C, G, K, O) e NA (D, H, L, P) e as fotos foram retiradas,
para todos os meios, aos 7 dias apds inoculacao.
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5.3. Screening inicial de isolados de bactérias e leveduras, quanto a
capacidade de inibicao ao crescimento de fitopatogenos

O objetivo do screening inicial foi selecionar aqueles isolados com potencial
de inibicdo do crescimento dos fungos F. verticillioides e C. falcatum, através de
testes de cultivo pareado. Foram utilizados oitenta e dois isolados de bactérias e
oitenta e sete isolados de leveduras com quatro repeticbes e em blocos inteiramente

casualizados. O experimento foi repetido duas vezes no tempo.

5.3.1. Categorizacao de isolados de bactérias na interacao com F.
verticillioides e C. falcatum

Os resultados dos testes de interacdao entre as bactérias isoladas e o
fitopatdgeno F. verticillioides variaram de acordo com a lagarta de onde as coldnias
das bactérias foram isoladas (Fig. 6 A). Para a lagarta nimero 1, coletada na
variedade de cana RB-835054, a categoria de interagdo predominante, para os
isolados de bactérias, foi a “3”, com 42% dos 20 isolados analisados quando os
fitopatégenos crescem até o limite da colénia do microrganismo (Figura 6). Para a
lagarta 2 a categoria predominante foi a “1” para 55% dos isolados, quando o
fitopatégeno cresce indiscriminadamente por cima do microrganismo. Para a lagarta
3 a categoria predominante obtida foi a “3” em 65% dos isolados. Para a lagarta 4 a
categoria predominante foi a “1”, em 80% dos isolados analisados. Para a lagarta 5
a categoria predominante foi a “1”, com 76% dos isolados analisados.

Os resultados dos testes de interacdo entre as bactérias isoladas e o
fitopatdogeno C. falcatum variaram de acordo com a lagarta de onde as colénias das
bactérias foram isoladas. Para a lagarta 1, a categoria de interacdo predominante,
para os isolados de bactérias, foi a “1”, com 55% dos isolados (Fig. 6 B). Para a
lagarta 2 a categoria predominante foi a “1” para 70% dos isolados. Para a lagarta 3
a categoria predominante obtida foi a “1” em 70% dos isolados. Para a lagarta 4 a
categoria predominante foi a “1”, em 60% dos isolados. Para a lagarta enumerada 5
a categoria predominante foi a “2” em 47% dos isolados.

5.3.2. Categorizacao de isolados de leveduras na interacadto com F.
verticillioides e C. falcatum
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Os resultados dos testes de interacdo entre as leveduras isoladas e o
fitopatdgeno F. verticillioides variaram de acordo com a lagarta de onde as coldnias
das leveduras foram isoladas, no entanto houve uma categoria predominante.

Para a lagarta numero 1, a categoria de interacdo predominante, para o0s
isolados de levedura, foi a “2” (Fig. 6 C) com 67% dos isolados, o que significa que
0s microrganismos inicialmente podem ter alguma influéncia no desenvolvimento do
fitopatégenos, mas ao fim do periodo de incubacéo o fitopatégeno se desenvolve por
cima do microrganismo, no entanto ainda sdo necessarios mais estudos para
entender se realmente acontece uma acao minimamente antagénica ou se ha algum
outro tipo de interacdo, como por exemplo a competicdo por nutrientes. Para a
lagarta enumerada 2 a categoria predominante foi a “2”, para 67% dos isolados.
Para a lagarta enumerada 3 a categoria predominante obtida foi a “2”, em 67% dos
isolados. Para a lagarta enumerada 4 a categoria predominante encontrada quando
os isolados de leveduras foram utilizados a foi a “2”, em 80% dos isolados. Para a
lagarta enumerada 5 a categoria predominante foi a “2”, em 93% dos 15 isolados
analisados.

Os testes feitos com os isolados de leveduras com o fitopatégeno C. falcatum,
a categoria 1 foi a predominante para todos os microrganismos testados. Para a
lagarta 1, a categoria de interacdo predominante foi a “2” com 67% dos isolados o
que significa que os microrganismos inicialmente podem ter alguma influéncia no
desenvolvimento do fitopatégenos, mas ao fim do periodo de incubacdo o
fitopatogeno se desenvolve por cima do microrganismo, no entanto ainda séo
necessarios mais estudos para entender se realmente acontece uma acgao
minimamente antag6nica ou se ha algum tipo de outra interacdo, como por exemplo
competicdo por nutrientes. Para a lagarta enumerada 2 a categoria predominante foi
a “2”, para 67% dos isolados. Para a lagarta enumerada 3 a categoria predominante
obtida foi a “2”, em 67% dos isolados. Para a lagarta enumerada 4 a categoria
predominante encontrada quando os isolados de leveduras foram utilizados a foi a
“2”, em 80% dos isolados. Para a lagarta enumerada 5 a categoria predominante foi
a “2”, em 93% dos isolados. Apds a categorizacao, foram selecionados 24 isolados
de bactérias e 40 isolados de levedura.
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Figura 6. Porcentagem de classe de interagdo (adaptada de Bell; Wells e Markham, 1982), separadas por lagarta (eixo horizontal).
Interacao entre bactérias e F. verticillioides (A) e C. falcatum (B), e entre leveduras e F. verticillioides (C) e C. falcatum (D) em

fungédo do meio de cultura utilizado (BDA).
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5.4. Porcentagem de inibicao do crescimento de F. verticillioides e C.
falcatum, exercida pelos isolados da secrecao oral de D. saccharalis

Os testes de inibicdo de crescimento, que foram submetidos a analise
estatistica foram essenciais para complementar os testes de cultivo pareado com
avaliacao visual, através deles pode-se comparar estatisticamente os diferentes
isolados testados.

Nesses testes, o raio de crescimento de F. verticillioides e C. falcatum em
direcdo a colénia de bactéria ou levedura, foi medido em quatro avaliacbes no
tempo, e comparado com o crescimento do fungo sem a presenca da colénia do
microrganismo. Na Figura 7, algumas interacbes foram plotadas nos graficos, por
exemplo, em A, o crescimento de F. verticillioides na presenca dos isolados 7.2, 9.1
e 10.2 de bactérias foi comparado ao crescimento de F. verticillioides na placa
controle. Os trés isolados de bactéria tem comportamento similar, e exercem
antagonismo ao fungo nas trés avaliagdes finais apds a inoculagéo. Na Figura 7 B foi
plotado o crescimento de C. falcatum na presenca dos mesmos isolados de bactéria.
Pode-se notar visivelmente, que a inibicdo foi maior ao crescimento de F.
verticillioides do que de C. falcatum. Quando a inibicdo exercida por isolados de
levedura € comparada com bactéria, os ultimos sempre exercem maior inibicdo do
que isolados de levedura. Nas leveduras também se percebe que a inibicdo ao
crescimento é maior em F. verticillioides do que em C. falcatum.

Os valores do raio dos fungos na presenca ou auséncia dos isolados estdo
dispostos nas tabelas de 3 a 6.

Os isolados com médias mais significativas, em sua maioria, sdo provenientes
de lagartas coletadas no campo com a variedade RB-83-5054 este fato pode estar
relacionado ao fato de que 3 das 5 lagartas foram coletadas em campos com essa
variedade, mas também pode estar relacionado com alguma caracteristica ou

propriedade da variedade ou do local.

5.4.1. Inibicao ao crescimento de F. verticillioides por isolados de leveduras

Os testes feitos com os isolados de levedura contra o fitopatégeno F.
verticillioides (Tabela 3), mostram que alguns isolados podem exercer inibicdo sobre
o fungo, porém com valores inferiores aos de bactérias (Tabela 5).

No primeiro dia de avaliacdo, que foi feito apds cinco dias de inoculagdo o
isolado, 3.8, exerceu uma inibicdo de 0%, todos os demais apresentaram uma
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inibicdo negativa, sendo o pior deles o isolado 1.6 que obteve uma inibicdo de -
34,1% (Tabela 3).

Aos nove dias apds a inoculagdao (segundo dia de avaliagdo), as médias
foram superiores ao primeiro dia de avaliacdo, porém todos os isolados obtiveram
médias que nao diferem estatisticamente, sendo que a maior média porém
estatisticamente igual a outras, foi do isolado 3.4 com 26,3%, seguido do isolado 3.8
com 24,2% e pelo isolado 1.3 com 22%. Os demais valores variaram de 21,6 a 13%
de inibig&o.

Na terceira avaliacdo, embora nao estatisticamente diferentes, o isolado 3.8
obteve a melhor média, com 35% de inibigédo, seguido pelo isolado 3.3 com 29,5%, o
isolado 3.2 com 27.2% e 0 5.2 com 23,6% de inibicdo. O isolado 1.6 que apresentou
a menor porcentagem de inibicdo com -6,3%.

Na ultima avaliagéo o isolado 1.3 foi 0 que apresentou a melhor média com
41%, seguido pelo isolado 3.2 com 37,8% e pelo isolado 5.3 com 36,7%, seguido
pelos isolados 4.1, 3.6, 5.4 e 1.5. Esses isolados ndo diferem estatisticamente entre
Si.

Para essa interagdo o isolado 3.8 esteve entre os isolados com as maiores
médias durante as trés primeiras avaliagdes, mostrando que ele pode ser efetivo no
controle deste fungo até aos 11 dias apds a inoculacao. Este isolado foi proveniente
da lagarta 3 que foi coletada em campo com a variedade RB-83-5054.

O isolado 1.3 oscilou nos seus valores de inibicdo durante os dias de
avaliacao aos 5 e 11 dias apds a inoculacado esteve entre as médias que foram
estatisticamente iguais classificadas no grupo B, ou seja, esteve no grupo com a
segunda melhor média, porém as 9 e 11 dias apds a inoculacao esteve no grupo
com a melhor média, sendo que na ultima avaliacao foi o melhor isolado, porém com
média estatisticamente igual a outros sete isolados. Este isolado foi proveniente da
lagarta 1, sendo esta coletada na variedade RB-83-5054. Este isolado pode ser
explorado em estudos posteriores.

O isolado 3.2 também pode ser destacado por estar no grupo a, com médias
estatisticamente superiores a outros isolados em todas as avaliagdes, este isolado
foi proveniente da lagarta 3 que também foi coletada na variedade RB-83-5054.

Para a interagdo com o isolado 4.1, os valores de inibicado também obtiveram
médias significativas em trés avaliacbes (5, 9 e 14 d.a.i.), porém na terceira
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avaliacao sua média foi abaixo, sendo encontrada no terceiro grupo de médias, ete
isolado é proveniente da lagarta 4 que foi coletada na variedade SP-81-3280.

O isolado 3.6 esteve no primeiro grupo de médias estatisticamente superiores
na ultima avaliacdo, e seu potencial também pode ser explorado, este isolado
também é proveniente da lagarta 3.

O isolado 3.6 esteve no primeiro grupo de médias estatisticamente superiores
na ultima avaliacdo, e seu potencial também pode ser explorado, este isolado
também é proveniente da lagarta 3.

O isolado 5.4, proveniente da lagarta 5, esteve no grupo com as melhores
médias em todas as avaliagdes e também pode ter potencial para ser explorado.

Dos isolados que tiveram média significativamente superior na ultima
avaliacdo (14 d.a.i.) que os demais isolados e que foram descritos acima, quatro sao
provenientes da variedade RB-83-5054 e desses trés isolados sdo provenientes da
lagarta 3, os demais isolados sdo provenientes da variedade SP-81-3280. Este fato
pode ser decorrente ao fato de que 3 das 5 lagartas utilizadas sdo provenientes
dessa variedade.

5.4.2. Inibicao ao crescimento de C. falcatum por isolados de leveduras

Os resultados dos testes feitos com os isolados de leveduras com o
fitopatdégeno C. falcatum (Tabela 4) (Figura 7) apresentaram médias menores do que
as obtidas com bactérias. Na primeira avaliacdo, feita aos seis dias apbs a
inoculag&o dos microrganismos as maiores médias que nao diferem estatisticamente
variaram de 37,1 a 28,6%, sendo que os isolado 1.10 e 3.12 foram os que
apresentaram a melhor média de 37,1%. As menores médias que foram
estatisticamente iguais variaram de 3,8 a 0%.

Aos 8 dias ap6s a inoculagdo as maiores médias estatisticamente iguais
variaram de 23,7%, do isolado 3.1 a 15.9%, seguidos das médias que variaram de
11.2 a2 5.2% e as menores médias foram de 3,3% dos isolados 3.2 e 3.3.

A terceira avaliacao foi feita aos quinze dias apos inoculacdo, a melhor média
foi obtida pelo isolado 1.7, com 27,6%, porém é estatisticamente igual a outras
médias que variaram de 26,7 a 22,7%. As menores médias foram de 7,6 a 12,8% de
inibicao.

A Ultima avaliagao foi feita aos 20 dias e as duas melhores médias foram de
23,9 a 17,0% respectivamente dos isolados 1.14 e 1.15. As médias seguintes foram
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11,9; 10,5 e 9,0, respectivas dos isolados 4.3; 1.3 e 3.3. As demais médias foram
iguais ou menores que 5,2%, sendo a menor 0%.

Os resultados dos melhores isolados foram bem variados durante os dias de
avaliacao, os isolados 1.10 e 3.12 foram os que apareceram entre os melhores em
dois dias de avaliacao, os demais isolados variaram. O mesmo também ocorreu com
os isolados com as menores médias.

O isolado 1.14 juntamente com o isolado 1.15 foram significativamente
superiores aos demais isolados na ultima avaliacdo realizada, aos 20 dias apés a
inoculacao, porém nas avaliagdes anteriores ele obtiveram médias estatisticamente
inferiores a o outros, os dois isolados sdo provenientes da lagarta 1 que foi coletada
na variedade RB-83-5054, essa mesma variedade foi a que obteve isolados com
potencial de inibicdo nos testes feitos com o fungo F verticillioides.

5.4.3. Inibicao ao crescimento de F. verticillioides por isolados de bactérias

O teste de inibicdo de crescimento feito entre os isolados de bactéria e F.
verticillioides (Tabela 5), trés isolados apareceram entre os melhores em
praticamente todos os dias de avaliacdo, foram 9.1, 10.2 e 7.2, seguidos de 10.1 e
10.3.

Na ilustracéo das classes de interacao (Figura 1) foi usada a placa contendo o
isolado 10.3 e F. verticillioides para ilustrar a categoria 4, onde o halo de inibigcdo
permanece durante todo o tempo de avaliacdo do experimento.

No primeiro dia de avaliacdo, no quarto dia apds inoculacdao dos
microrganismos, as médias foram todas estatisticamente iguais, ndo diferindo entre
Si.

O isolado 9.1 foi ilustrado na Figura 5, nas ultimas duas linhas, da Figura 5I
até a 5P. Esse isolado foi testado com os meios de cultura BDA, YEPD, CCS e NA,
e exibiu forte antagonismo a F. verticillioides e C. falcatum, independente do meio
testado. Provavelmente esse isolado secreta um composto quimico no meio,
impedindo que o fungo cresca e se desenvolva normalmente.

Aos 6 dias apdés a inoculacdo dos microrganismos, os teste de inibicao
apresentaram as maiores médias com os isolados 9.1, 10.3 10.2, 7.1 e 101 com
médias entre 55,3% a 44,4% de inibicdo, que foram estatisticamente superiores as
médias dos demais isolados.
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A terceira avaliacdo também teve os mesmos isolados da avaliacdo anterior
com as maiores médias que variaram de 60,5% a 53,6%. As menores inibicdes
foram negativas, com 42,7% a 28,6%.

A quarta e ultima avaliacdo, mais uma vez os isolados 9.1, 10.2 e 7.2
obtiveram as melhores médias de porcentagem de inibicdo com 55,7%, 50,7% e
46,8% respectivamente, essas médias sao inferiores as da avaliacdo anterior.

Os isolados que obtiveram destaque com as maiores médias significativas
sdo provenientes da lagarta 4 e 5 que foram coletadas na variedade RB-83-5054.

5.4.4. Inibicao ao crescimento de C. falcatum por isolados de bactérias

Assim como nos testes feitos com F. verticillioides os testes feitos entre
bactérias e C. falcatum (Tabela 6) os mesmos isolados foram os que apresentaram
as maiores médias de porcentagem de inibicao.

Na primeira avaliacdo as porcentagens de inibicdo dos isolados 10.1, 9.1,
10.2 e 7.2 variaram de 35,6% a 30,0% e foram estatisticamente superiores dos
outros isolados.

Nas duas avaliacbes posteriores os mesmos isolados, exceto 7.2, obtiveram
médias superiores e crescentes, sendo que na segunda avaliacdo as médias
variaram de 44,7% a 36,4% e na terceira avaliacdo as médias variaram de 54,4% a
44,9% de inibicao.

Na ultima avaliacdo as médias foram bem superiores as demais avaliacoes e
os isolados 10.2, 9.1 e 7.2 foram estatisticamente superiores aos demais com as
seguintes médias, respectivamente, 63,4%, 55,7% e 52,7%. Essas sdo as maiores
médias obtidas em todos os testes feito.

Quando comparamos os testes feitos com bactérias versus os fitopatdégenos
para o este fungo (C. falcatum) com o fungo F. verticillioides verificamos que eles
foram superiores para o primeiro, isto pode estar relacionado a ele ser o fungo que
obrigatoriamente esta associado a podridao vermelha e por consequéncia ao
complexo broca-podridao, assim a relacao dessas bactérias a estes fungos pode ser
mais recorrente. Outro fato que também pode ser considerado é que o fungo F.
verticillioides € mais agressivo que o C. falcatum.

Os isolados que obtiveram destaque com as maiores médias
significativas sdo provenientes da lagarta 4 e 5 que foram coletadas na variedade
RB-83-5054.
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Figura 7 — Crescimento de F. verticillioides e C. falcatum, na presenca ou auséncia de isolados de bactéria e levedura da secrecao
oral de D. saccharalis. O crescimento foi avaliado em 4 dias apds a inoculagao, pela medi¢gdo do raio do fungo em direcao a
colénia de bactéria ou levedura, comparado com o raio do fungo na placa controle, (auséncia de isolado de bactéria ou levedura).
(A) Co-cultivo de F. verticillioides e isolados 7.2, 9.1 e 10.2 de bactéria; (B) Co-cultivo de C. falcatum e isolados 7.2, 9.1 e 10.2 de
bactéria; (C) Co-cultivo de F. verticillioides e isolados 1.3, 3.2 e 5.3 de levedura e (D) Co-cultivo de C. falcatum e isolados 1.14,

1.15 e 4.3 de levedura.



30

Tabela 3 — Percentual de inibicdo do crescimento de F. verticillioides exercida por isolados de levedura, medido aos 5, 9, 11 e 14
dias apos a inoculacao. Valores sdao a média de trés repeticdes. Médias seguidas da mesma letra na vertical, nao diferem entre si
ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott (1974).

5d.a.i. 9d.a.i. 11 d.a.i. 14 d.a.i.

Isolado inibi/;,éo Teste Isolado inib{ogéo Teste Isolado inib{ogéo Teste Isolado inib{ogéo Teste
3.8 0 a 3.4 26,3 a 3.8 35,0 a 1.3 41,0 a
54 -3,2 a 3.8 24,2 a 3.3 29,5 a 3.2 37,8 a
3.9 -5,3 a 1.3 22,0 a 3.2 27,2 a 53 36,7 a
3.3 -6,8 a 1.2 21,6 a 5.2 23,6 a 41 34,2 a
2.2 -8,0 a 3.9 21,6 a 4.4 17,2 b 3.6 33,8 a
5.2 -9,1 a 3.6 21,6 a 54 16,7 b 54 31,7 a
53 -10,6 a 54 20,5 a 3.9 14,2 b 1.5 30,0 a
41 -12,5 a 3.3 20,3 a 4.3 13,7 b 4.3 28,1 b
1.2 -13,6 a 1.4 19,9 a 3.4 13,1 b 3.7 27,3 b
4.5 -14.4 a 3.2 19,9 a 53 10,7 b 4.4 26,3 b
3.7 -15,5 a 4.5 19,4 a 1.3 10,4 b 4.5 20,8 b
4.3 -16,2 a 3.1 19,0 a 2.2 7,8 o] 3.4 19,3 b
3.2 -16,7 a 2.2 18,4 a 3.6 7,8 o] 3.9 18,3 b
5.1 -17.,0 a 3.7 16,9 a 41 7,2 o] 3.8 15,0 o]
4.4 -19,3 a 5.2 16,4 a 4.5 6,4 o] 3.5 14,7 o]
1.1 -19,3 a 3.5 15,5 a 1.1 3,1 o} 3.3 8,3 o}
3.1 -20,5 a 1.6 15,1 a 1.5 1,3 o] 1.1 0,0 o]
3.4 -20,9 a 1.1 15,1 a 1.2 1,3 o] 1.2 0 o]
2.1 -21,2 a 4.4 15,1 a 1.4 0,5 o] 1.4 0 o]
3.5 -22.,0 a 5.1 15,1 a 3.7 -0,1 o} 1.6 0 o}
4.2 -23.9 b 1.5 14,7 a 3.5 -2,2 o] 2.1 0 o]
3.6 -30,7 b 4.1 13,8 a 3.1 -2,2 o] 2.2 0 o]
1.3 -33,8 b 5.3 13,8 a 51 -3,4 o] 3.1 0 o]
1.6 -34,1 b 4.3 13,0 a 1.6 -6,3 d 4.2 0 o}
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Tabela 4 — Percentual de inibicao do crescimento de C. falcatum exercida por isolados de levedura, medido aos 6, 8, 15, 20 dias
apos a inoculacdo. Valores sdo a média de trés repeticoes. Médias seguidas da mesma letra na vertical, ndo diferem entre si ao
nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott (1974).

6 d.a.i. 8 d.a.i. 15 d.a.i. 20 d.a.i.
Isolado % Teste Isolado % Teste Isolado % Teste Isolado % Teste
inibicdo inibicdo inibicdo inibicdo
1.10 37,1 a 3.10 23,7 a 1.7 27,6 a 1.14 23,9 a
3.12 37,1 a 1.5 23,0 a 3.12 26,7 a 1.15 17,0 a
1.13 36,2 a 1.10 22,2 a 1.10 26,4 a 4.3 11,9 b
1.5 35,2 a 1.13 22,2 a 1.13 25,8 a 1.3 10,5 b
1.8 33,3 a 1.11 21,4 a 3.7 24,5 a 3.3 9,0 b
1.12 31,4 a 3.12 19,8 a 1.5 24,5 a 3.8 5,2 C
1.11 30,5 a 1.6 19,0 a 1.11 23,3 a 1.16 4,2 c
1.9 30,5 a 1.9 19,0 a 1.12 23,3 a 3.7 3,5 c
3.10 29,5 a 1.12 18,2 a 1.9 22,7 a 1.5 3,0 c
3.11 29,5 a 1.7 17,5 a 4.3 22,7 a 1.9 3,0 c
1.7 28,6 a 1.8 17,5 a 1.6 20,2 b 1.1 0 c
3.13 28,6 a 3.13 17,5 a 3.9 19,0 b 1.10 0 c
3.9 14,3 b 3.11 16,7 a 3.13 17,7 b 1.11 0 c
1.6 11,4 b 3.7 15,9 a 3.11 17,1 b 1.12 0 c
3.7 11,4 b 4.3 11,2 b 1.8 15,9 b 1.13 0 c
4.3 11,4 b 1.14 10,4 b 3.8 15,5 b 1.2 0 c
3.8 8,6 b 1.1 10,4 b 3.4 14,0 b 1.4 0 c
3.2 3,8 c 3.4 10,4 b 3.3 12,8 c 1.6 0 c
1.14 3,4 c 3.9 8,8 b 3.10 12,1 c 1.7 0 c
1.4 2,9 c 1.3 8,0 b 1.2 10,9 c 1.8 0 C
3.3 2,9 c 3.8 6,8 b 1.4 10,9 c 3.1 0 c
3.6 1,4 c 1.15 5,2 b 3.2 10,9 c 3.10 0 C
1.2 1,0 c 3.2 3,3 c 1.1 8,4 c 3.11 0 c
1.1 0,0 c 3.3 3,3 c 1.14 7,6 c 3.12 0 c
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Tabela 5 — Percentual de inibicdo do crescimento de F. verticillioides exercida por isolados de bactéria, medido aos 4, 6, 13 e 18
dias apds a inoculacdo. Valores sao a média de trés repeticdes. Médias seguidas da mesma letra na vertical, ndo diferem entre si
ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott (1974).

4 d.a.i. 6 d.a.i. 13 d.a.i. 18 d.a.i.

Isolado inibi/;,éo Teste*  Isolado inib{ogéo Teste Isolado inib{ogéo Teste Isolado inib{ogéo Teste
10.1 -5,8 9.1 55,3 a 9.1 60,5 a 9.1 55,7 a
10.2 0,0 10.3 54,1 a 7.2 59,9 a 10.2 50,7 a
10.3 -2,2 10.2 52,3 a 10.3 59,4 a 7.2 46,8 a
6.1 -8,7 7.2 51,9 a 10.2 58,5 a 6.4 44,3 b
6.2 -7,3 10.1 44 .4 a 10.1 53,6 a 10.3 42.5 b
6.3 4.4 8.6 41,2 b 6.3 42,7 b 8.10 42,3 b
6.4 7,3 6.1 40,6 b 6.4 41,7 b 8.6 42.3 b
6.5 -2,2 6.3 39,4 b 6.1 41,1 b 8.4 40,8 b
7.1 -6,5 6.4 39,4 b 8.6 39,6 b 7.3 40,5 b
7.2 -11,6 8.10 39,4 b 8.10 39,6 b 7.4 40,3 b
7.3 -9.4 6.2 36,9 b 8.4 38,0 b 6.2 39,8 b
7.4 -1,5 8.2 36,9 b 7.3 37,8 b 8.1 39,8 b
7.5 -2,9 7.4 35,6 b 8.2 37,5 b 8.2 39,3 b
8.1 -2,9 8.4 35,6 b 7.4 37,5 b 8.3 39,3 b
8.10 -7,3 7.3 34,7 b 6.2 37,0 b 10.1 38,8 b
8.2 -4,4 8.3 34,4 b 8.1 37,0 b 6.5 38,8 b
8.3 -5,8 6.5 34,4 b 8.3 36,5 b 8.7 38,8 b
8.4 -4,4 8.1 34,4 b 6.5 35,9 b 8.5 36,8 c
8.5 -10,1 8.7 33,7 b 8.7 34,9 b 7.5 34,8 o]
8.6 -8,7 7.5 33,1 b 8.9 34,4 b 8.9 31,8 c
8.7 1,5 8.5 31,9 b 8.5 33,9 b 8.8 31,8 o]
8.8 -14,5 8.8 31,3 b 7.5 31,8 b 6.1 30,3 c
8.9 -5,8 8.9 30,6 b 7.1 31,3 b 6.3 30,3 o]
9.1 1,9 7.1 28,8 b 8.8 28,6 b 7.1 27,6 c

*De acordo com o teste F, as médias desse fator nao diferem entre si.
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Tabela 6 — Percentual de inibicdo do crescimento de C. falcatum exercida por isolados de bactéria. Medido aos 4, 6, 13 e 18 dias
apos a inoculacao. Valores sao a média de trés repeticdes. Médias seguidas da mesma letra na vertical, nao diferem entre si ao
nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott (1974).

4 d.a.i. 6 d.a.i. 13 d.a.i. 18 d.a.i.
Isolado inib{ogéo Teste  lIsolado inib{ogéo Teste  Isolado inib{ogéo Teste  lIsolado inib{ogéo Teste
10.1 35,6 a 10.2 447 a 10.3 54,4 a 10.2 63,4 a
9.1 35,0 a 9.1 39,4 a 10.2 50,3 a 9.1 55,7 b
10.2 32,5 a 10.3 36,4 a 9.1 449 a 7.2 52,7 b
7.2 30,0 a 7.3 29,7 b 7.2 35,8 b 10.3 43,3 C
7.3 24 .4 b 10.1 28,0 b 10.1 35,8 b 7.3 40,3 C
10.3 21,7 C 7.2 28,0 b 7.3 18,9 C 10.1 38,3 C
8.7 18,3 C 6.1 11,0 C 6.3 13,5 C 6.1 8,5 d
8.3 17,8 C 6.3 11,0 C 6.1 10,1 d 6.2 0 d
6.3 17,8 C 7.4 10,2 C 6.2 9,5 d 6.3 0 d
6.4 17,8 C 8.3 9,3 C 8.10 8,8 d 6.4 0 d
7.1 16,7 C 6.4 7,6 C 8.4 8,8 d 6.5 0 d
8.4 16,7 C 8.2 7,2 C 8.3 8,1 d 7.1 0 d
7.4 15,6 C 8.1 6,8 C 6.4 6,8 d 7.4 0 d
6.5 14,4 C 8.4 6,8 C 6.5 6,8 d 7.5 0 d
8.10 14,4 C 8.5 5,9 C 7.4 6,8 d 8.1 0 d
6.2 13,3 d 8.7 5,1 C 8.7 6,8 d 8.10 0 d
8.1 12,2 d 7.1 5,1 C 8.2 4,7 e 8.2 0 d
8.2 11,7 d 8.10 4,2 C 8.1 3,4 e 8.3 0 d
8.5 11,7 d 6.5 3,4 d 7.1 2,7 e 8.4 0 d
6.1 11,1 d 6.2 3,4 d 8.8 2,7 e 8.5 0 d
7.5 10,0 d 7.5 1,7 d 8.6 2,0 e 8.6 0 d
8.6 10,0 d 8.8 -0,9 d 8.5 1,7 e 8.7 0 d
8.9 10,0 d 8.9 -1,7 d 8.9 -0,3 e 8.8 0 d
8.8 7,8 d 8.6 -3,4 d 7.5 -1,4 e 8.9 0 d
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5.5 Identificacdao, por meio de sequenciamento de DNA, das bactérias e
leveduras cultivaveis da secrecao oral de D. saccharalis

O dominio variavel 1 e 2 (D1/D2) é uma regiao de 600 nucleotideos da parte
5’ da subunidade maior (LSU) do RNA ribossémico e foi usado para identificar as
leveduras, resultando em uma base de dados (barcode) (KURZMAN; ROBNETT,
1997, 1998; FELL et al., 2000). No entanto, houveram alguns problemas com os
primers desenhados para amplificar o DNA de levedura e os resultados aqui
apresentados sao da identificagcdo de algumas amostras de isolados de bactérias.

Para a identificagcdo das bactérias, usou-se primers para amplificar a regiao
da subunidade menor do ribossomo o 16S rDNA (HEUER et al.,, 1997). Embora
ainda preliminares, nossos resultados (Tabela 7) mostram a sequéncia de trés
isolados de bactéria, que foi analisada e identificada como sendo similar a do género
Klebsiella. Ausique (2009) também identificou esse género como sendo o mais
comum entre as bactérias isoladas do meséntero de D. saccharalis, coletadas em
lavouras do estado de SP.

Embora ainda seja necessario identificar a maior parte dos microrganismos,
h& na literatura trabalhos mostrando que microrganismos com ag¢des antagénicas a
aqueles que sao fitopatogénicos. Bell, Wells e Markhan (1982), testaram isolados de
Trichoderma spp. contra patégenos de plantas, obtendo alguns resultados positivos,
com niveis diferentes de antagonismo durante seu estudo. A utilizacdo de
microrganismos no controle de fitopatdgenos ja possuem resultados promissores,
Rosa, Tauk-Tornisielo e Ceccato-Antonini (2011), utilizaram estirpes de Torulaspora
globosa e Candida intermedia isoladas da rizosfera e superficie foliar de milho e
sorgo, para teste de antagonismos contra Colletotrichum sublineolum e
Colletotrichum graminicola, fitopatégenos dessas culturas. Com C. graminicola, as
estirpes exerceram um antagonismo que variou de 45,9% a 52,7%, ja para C.
sublineolum a porcentagem variou de 47,7% a 60,3%. Em outro trabalho, Rosa e
colaboradores (2010) obtiveram resultados satisfatérios quando testaram estirpes de
Torulaspora globosa contra o fungo causador da antracnose do sorgo Colletotrichum
sublineolum, onde se teve sucesso em testes ‘in vitro’e ‘in vivo’.

Figueiredo et al. (2010) testou a bactéria Bacillus subtilis, contra seis fungos
fitopatogenos do milho e sorgo, dentre eles Fusarium moliniforme e Colletotrichum

sublineolum, e demonstrou que a bactéria inibiu o crescimento dos fungos.
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Tabela 7 - Identificacdo de isolados de bactéria, provenientes de secregéo oral de D.
saccharalis, coletada no campo.

%

E- " |dentidad Blast hit ® Descrigio ° Referénc
value o ia
Klebsiella variicola Nao
8e-83 1(2922/1/33 NR§%256 strain F2R9 16S publicad
ribosomal RNA gene o}
Klebsiella variicola
76-66 79/98 NR_0747 At-22 strain At-22
(81%) 29 16S ribosomal RNA,
complete sequence
Klebsiella
pneumoniae subsp.
pneumoniae
36-79 1(1858/150 NR§16°39 HS11286 strain
HS11286 16S
ribosomal RNA,
complete sequence
Staphylococcus
warneri SG1 strain
123?1 12%3/34 NR;B;OZ“ SG1 16S ribosomal
RNA, complete
sequence
Bacillus toyonensis
36-92 138/140 NR_1217 strain BCT-7112 16S
(99%) 61 ribosomal RNA gene,
complete sequence
Klebsiella variicola Nao
6e-97 1(47%/158 NR§%256 strain F2R9 16S publicad
ribosomal RNA gene o}
Klebsiella N&o
9e- 192/201 NR_1176  pneumoniae strain ublicad
128 (96%) 83 DSM 30104 16S P o
ribosomal RNA gene
Klebsiella variicola
5e.gq 133/135 NR_0256 strain F2R9 16S
(99%) 35 ribosomal RNA gene,
partial sequence
Klebsiella variicola
86-90 129/133 NR_0747 At-22 strain At-22
(97%) 29 16S ribosomal RNA,

complete sequence
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6. CONCLUSOES

Esse trabalho explorou a microbiota presente na secrecao oral, por ser o local
onde se da primeiro contato com a planta e também com 0s microrganismos e
fitopatdgenos de habitam o interior do colmo de cana.

A microbiota da secrecao oral foi corretamente coletada e os co-cultivos
indicaram 9 isolados, de levedura e 4 isolados de bactéria com potencial de
antagonismo contra os dois fungos causadores da podriddo, no entanto, resta
atribuir uma funcdo a cada um dos isolados da microbiota da secrecao oral da
lagarta.

As diversas fungcbes desempenhadas pela microbiota simbionte podem ser
exploradas comercialmente com o desenvolvimento de estratégias de controle dos
insetos hospedeiros, como fonte de enzimas ou moléculas com aplicacoes

biotecnolodgicas, industriais ou agricolas.
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