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RESUMO

Entre os patdgenos que provocam perdas naculturade sorgo
(Sorghum bicolor), Colletotrichum sublineolum, agente causal da
antracnose, é tido como um dos principais problemas. Com o
objetivo de buscar medidas alternativas para o controle dadoenca,
testou-se o efeito de duas cianobactérias, Synechococcus
leopoliensis e Nostoc sp., sobre o fitopatégeno em condi¢des de
laborat6rio e na protecdo de plantas de sorgo mantidas em casa de
vegetacdo. O filtrado de cultura de ambas cianobactérias estimulou
a germinacdo de conidios do fungo, em testes conduzidos sobre
I&minas cobertas com poliestireno. O crescimento micelia in vitro
do patdgeno também foi estimulado por S. leopoliensis. As
cianobactérias ndo induziram o acimulo de fitoalexinas em
mesocotilos estiolados de sorgo. A protegdo de uma cultivar
suscetivel, no estagio de seis folhas verdadeiras, s6 foi alcancada

guando os tratamentos com cianobactérias foram aplicados em
sorgo por duas vezes antes da inoculagdo das plantas com o
patégeno. O efeito do estimulo das cianobactérias sobre C.
sublineolum pode ser atribuido aos nutrientes presentes nos
filtrados de cultura cianobacterianos. A auséncia de efeito
antagonistadireto ao fitopatégeno e aincapacidade de desencadear
0 acimulo de fitoalexinas, uma importante resposta de defesa em
sorgo, por parte das cianobactérias poderiam explicar o baixo nivel
de controle da antracnose. Com base nas condi¢des experimentais
do presente trabalho e nos resultados obtidos, conclui-se que S.
leopoliensis e Nostoc sp. ndo revelaram potencial para atuarem
como agentes biol dgicos de controle de C. sublineolum em sorgo.

Palavras-chave adicionais: antracnose do sorgo, controle
bioldgico, fitoalexinas.

ABSTRACT
Effect of the cyanobacteria Synechococcus leopoliensis and Nostoc sp. on Colletotrichum sublineolum and on the
interaction of the fungus with sorghum plants

Among the pathogensthat cause damageto sorghum (Sorghum
bicolor), Colletotrichum sublineolum, the causal agent of anthracnose,
is one of the major problems. In trying to find aternative ways to
control the disease, the effect of two cyanobacteria, Synechococcus
leopoliensis and Nostoc sp., was tested on fungal development in
vitro and on the protection of sorghum plants kept under greenhouse
conditions. Filtrates from both cyanobacteria improved conidium
germination in assays carried out on glass slides covered with
polystyrene. The in vitro mycelial growth of the pathogen was
stimulated by S. leopoliensis too. The cyanobacteria did not induce
the accumulation of phytoalexinsin etiolated sorghum mesocotyls.

The protection of asusceptible sorghum cultivar, with six trueleaves,
was low and only observed when the cyanobacterium treatments
were applied twice before the inoculation of the plants with the
pathogen. The stimulation effect of the cyanobacteria on C.
sublineolum waslikely dueto nutrients present in the cyanobacteria
culture filtrates. The low level of antracnose control may be
explained by the low cyanobacterial capacity to produce fungal
inhibitory compounds or to induce an important resistance response
inthe plants, such as, the phytoal exin accumulation. Therefore, based
upon this work, S. leopoliensis and Nostoc sp. did not exhibit
potential as biological control agents of C. sublineolum in sorghum.

INTRODUCAO

A antracnose é consideradaa principal doengado sorgo
[Sorghum bicolor (L.) Moench] no Brasil, pela sua ampla
distribuicéo geogréfica e pelos danos que ocasiona a cultura.
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Casela & Frederiksen (1993) relataram prejuizos acima de
50% na producdo, quando somente as folhas de cultivares
suscetiveis foram afetadas. A doenca é problema em regides
mai s quentes e Umidas, embora perdas severas possam ocorrer
em areas sujeitas a breves periodos de chuva seguidos de seca
prolongada. O agente causal, Colletotrichum sublineolum
Henn. (sinonimia C. graminicola Ces. Wils.), caracteriza-se
por afetar folhas, colmo, panicula e gréos.
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A medida mais eficiente para o controle da doenca
envolve o emprego de cultivares resistentes. Entretanto, a
variabilidade existente na populagdo do patégeno dificulta,
muitas vezes, a estratégia de adotar a resisténcia genética
como medida isolada para o controle. Além disso, muitos
dos gendtipos suscetiveis apresentam caracteristicas
agrondmicas desgjavels. Esses materiais contém ainformacdo
genética para resisténcia, porém esta é expressa de forma
inadequada, com vel oci dade €/ou magnitude insuficientes para
controlar o agente de infeccdo (Kuc, 1987). A indugdo de
resisténciatem por objetivo justamente ativar 0s mecanismos
latentes de resisténcia de um hospedeiro suscetivel ou
moderadamente resistente de modo que 0 mesmo tenha
sucesso ha defesa contra o patdégeno durante ainteracéo. Essa
técnica pode perfeitamente adequar-se em um programa de
controleintegrado de doengas e contribuir para que gendtipos
dealto valor agrondmico continuem ou passem a ser utilizados
no campo.

Para que o processo de induc&o de resisténcia seja
desencadeado, € necessario que o hospedeiro sgja estimulado
por agentes bi 6ticos e/ou abi6ticos. Entre osindutores biéticos,
a literatura apresenta varios estudos onde microrganismos
mostraram-se efetivos em induzir resisténcia em plantas.
Metabdlitos produzidos por microrganismos saprofiticos
proporcionaram um alto grau de controle no campo do oidio
em pepino (Cucumis sativus L.) e especialmente em trigo
[Triticum aestivum (L.) Thell.], onde a doenca foi reduzida
em mais de 90% (Schonbeck et al., 1982). Roveratti (1989)
demonstrou que a ferrugem do cafeeiro (Coffea arabica L.)
podia ser controlada através do uso de Saccharomyces
cerevisiae Meyen. A linhagem Pfl de Pseudomonas
fluorescens Migula, utilizada em formulac&o comercial (10g/
Kg) no tratamento de sementes de arroz (Oryza sativa L.),
controlou eficientemente a bruzone (Vidhyasekaran et al.,
1997). Em tomate (Lycopersicon esculentum Mill.), alface
(Lactuca sativa L.), piment@o (Capsicum annum L.), feijéo
(Phaseolus vulgaris L.) e fumo (Nicotiana tabacum L.), a
aplicacdo de Trichoderma harzianum Rifai T39 em sitios
espacia mente separados a partir da inoculagdo com Botrytis
cinerea Pers. & Fr., resultou em uma reducdo de 25-100%
nos sintomas de mofo cinzento, em funcéo do atraso ou
supressdo na velocidade de formago daslesbes (De Meyer et
al., 1998).

Por sua vez, as cianobactérias sd0 microrganismos
procariotos, capazes de realizar fotossintese. As formas
unicelulares reproduzem-se por fissdo binaria, enquanto as
filamentosas sofrem fragmentacdo, e a multiplicacdo sob
condicBes controladas érelativamentefécil. Diversostrabalhos
relatam a capaci dade das cianobactérias em produzirem varios
compostos biologicamente ativos, os quais incluem antibi 6ti-
cos com efeito sobre virus, fungos e bactérias causadores de
doencas em seres humanos e animais (Cannel, 1993; Kulik,
1995). Além disso, alguns fitopatégenos como Rhizoctonia
solani Kuhn e Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary tiveram
0 crescimento in vitro inibido por produtos celulares daciano-
bactéria Nostoc muscorum Agardh (De Caire et al., 1987).
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Apesar da riqueza em compostos ativos encontrados
em cianobactérias, ndo hé estudos envolvendo a utilizagdo
desses procariotos na protegdo vegetal. Assim, procurou-se
estudar o efeito de duas cianobactérias, Synechococcus
leopoliensis (Racib) Kom. e Nostoc sp., nainteragdo sorgo —
C. sublineolum, verificando-se a influéncia dos metabdlitos
produzidos por esses microrganismos diretamente sobre o
desenvolvimento do fitopatégeno, bem como sobre plantas
de sorgo suscetiveis ao fungo, procurando demonstrar algum
efeito de protecdo das mesmas contra o fitopatdgeno.

MATERIAL E METODOS

Condicdoes de crescimento das cianobactérias §.
leopoliensis e Nostoc sp. e do fitopatégeno Colletotrichum
sublineolum

Os isolados de S. leopoliensis € Nostoc sp. foram
cedidos, respectivamente, pelo Prof. Dr. Carlos A. Labate, do
Departamento de Genética— ESAL Q/USP, e pelapesquisadora
Dra. Marli de F&tima Fiori, do Centro de Energia Nuclear na
AgriculturalUSP. A cianobactéria S. leopoliensis foi doada
ao Prof. Labate pelo Dr. David T. Canvin, Departamento de
Biologia, Universidade Queen’s, Kingston, Ontario, Canada,
enquanto Nostoc sp. foi isolada a partir de sedimentos de
vérzeadaregido Amazonica. As culturasde S. leopoliensis €
Nostoc sp. foram cultivadas em meio liquido BG-11 (Allen,
1968) e AA/4 (Allen & Arnon, 1955), respectivamente, a 30
°C e sob luminosidade constante de 50 pmol.m2.s*. A taxa
de crescimento das cianobactérias, monitorada pela dosagem
do conteddo de clorofilaa ao longo do tempo (Aguiar, 1992),
definiu 0 momento adequado paraaobtencdo das preparactes
a serem utilizadas nos testes.

Culturas puras de C. sublineolum foram mantidas em
BDA, a 25 °C, sob luz constante, visando estimular o
crescimento micelial. Paraaesporulagéo, o fungo foi cultivado
em meio de aveia, a 23 °C, sob luz negra (faixa de
comprimento de onda em torno de 320 nm).

Obtenc¢do das preparacées das cianobactérias utilizadas
nos ensaios

Doais tipos de preparacdes foram obtidas para estudo:
a) suspensdo de células (sc) obtida diretamente a partir do
crescimento das células nos respectivos meios de cultivo; b)
filtrado (f) obtido apds centrifugacdo da sc a 8.000 g/25 min
a 4° C, seguida da pré-filtragdo a vacuo em papel de filtro
Whatmann n° 3 e filtragdo em membrana tipo Millipore
(didmetro do poro = 0,2 pm).

Determinacao dos conteudos de acticares redutores e
proteinas totais nos filtrados das cianobactérias

Os contelidos de agUicares redutores e proteinas totais
presentes nosfiltrados das cianobactérias foram determinados
pelos métodos de L ever (1972) e de Bradford (1976), respec-
tivamente. Para quantificar os agucares, 0,5 ml de filtrado
reagiu com 1,5 ml de hidrazida do acido p-hidroxibenzéico a
100 °C por 5 min, apds o que a mistura foi resfriada e a sua
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absorbancia a 410 nm determinada em espectrofotémetro.
Para a quantificagcdo de proteinas, foram adicionados 0,2 ml
do reagente de Bradford concentrado acada 0,8 ml defiltrado
e, apbds 5 min, foi realizada a leitura de absorbancia a 595
nm. As concentracfes de aglicares e proteinas nos filtrados
foram determinadas utilizando-se curvas padrdes,
respectivamente, de glicose e albumina de soro bovino.

Influéncia das cianobactérias na germinacio de conidios
e formacao de apressorios por C. sublineolum

A influéncia das preparacdes das cianobactérias sobre
a germinagdo dos conidios e a formagéo de apressorios por
C. sublineolum foi determinada através do uso de laminas de
vidro para microscopia recobertas com uma camada de
poliestireno (Leite & Nicholson, 1992). Cadal&mina recebeu
duas gotas de 50 ul de um dos tratamentos (preparaces
cianobacterianas, meio decultivo BG 11, meio decultivo AA/
4 ou égua destilada). A seguir, foram adicionados 50 pl da
suspensdo de esporos do fungo (1 x 10° conidios/ml), em
contato com as goticulas dos tratamentos. As laminas, em
nimero de trés para cada tratamento, foram mantidas em
camara Umida, transparente e sob luz fluorescente constante,
a25°C. A porcentagem de germinacéo de conidioseformacdo
de apressoriosfoi avaliada 20 h apds o inicio do experimento,
através do emprego de azul de algoddo com lactofenol e
observacdo em microscépio 6tico.

Efeito das cianobactérias sobre o crescimento de C.
sublineolum em meio de cultivo

Os filtrados das cianobactérias, provenientes de
culturas com diferentes idades, foram incorporados em BDA
a45 °C, nas proporcdes de 20 ou 40% e vertidos em placasde
Petri. Ap0s solidificacdo do meio de cultivo, cada placa
recebeu um disco de 0,5 cm de didmetro contendo crescimento
micelia de C. sublineolum, na parte central. As placas, em
ndmero de cinco para cada tratamento, foram mantidas a 26
+1°C, sob condi¢bes de escuro. O crescimento diametral (em
cm) das colénias fungicas foi registrado periodicamente até
0 momento em que as col 6nias presentes nas placas-controle
atingiram todo o didmetro das mesmas.

Efeito das cianobactérias no acamulo de fitoalexinas em
mesocotilos de sorgo

Sementes de sorgo da cultivar Brandes (resistente a
C. sublineolum) foram embebidas em &gua por 6 h, sob
aeracao e atemperatura ambiente, e incubadas entre camadas
de papel de filtro umedecidas, no escuro a 28 °C. Apds cinco
dias, as plantulas foram expostas a 4 h de luz para a
paralizacdo da elongacdo dos mesocétilos. Estes foram
coletados e colocados no interior de tubos de ensaio (uma
repeticdo = um tubo com cinco mesocGtilos) contendo 3 ml
dos diferentes preparados das cianobactérias, sendo incubados
sob luz fluorescente constante, umidade relativa alta e
temperatura de 25 °C por 60 h. Apds esse periodo, eliminou-
se 0,5 cm da base dos mesocdtilos, e os 2,0 cm acima foram
pesados e colocados em 1,4 ml de metanol 80% acidificado

Fitopatol. bras. 27(2), mar - abr 2002

(HCI 0,1%) a 4 °C durante cinco dias. Posteriormente, as
fracbes metandlicas das amostras foram separadas dostecidos
e a absorbancia determinada em espectrofotdmetro a 490
nm (Nicholson et al., 1987). A atividade elicitora dos
preparados foi calculada em termos de Absorbéancia a 490
nm/ g tecido fresco. Os tratamentos-controle consistiram da
incubacdo dos mesocatilos em &gua, e nos meios de cultivo
das cianobactérias (BG 11 e AA/4). Utilizou-se umasuspensio
de esporos de C. sublineolum (1 x 10° conidios/ml) como
controle positivo. Foram realizadas cinco repeticfes paracada
tratamento.

Efeito protetor das cianobactérias na interagao sorgo x C.
sublineolum

Plantas de sorgo da cultivar Tx398-B (suscetivel),
apresentando seis folhas verdadeiras, foram aspergidas com
preparacdes das cianobactérias (tratamento indutor) ou com
agua destilada esterilizada ou com os meios liquidos
(controles), até o ponto de escorrimento. Ostratamentosforam
efetuados em uma folha marcada por planta (quinta folha da
base para o apice). ApdOs os tratamentos, as plantas
permaneceram no interior de cdmaras de crescimento, com
temperatura variando de 25 + 2 °C, fotoperiodo de 14 h.
Aspergiram-se as suspensdes de conidios de C. sublineolum
(1 X 10° conidios/ml) na superficie superior das folhas
marcadas, 48 h ap0ds os tratamentos indutores. As plantas,
entdo, foram dispostas em cdmara Umida, com fotoperiodo
de 14 h e temperatura de 23 + 1 °C, durante as 24 h
subsequentes a inoculagdo. A seguir, as plantas foram
transferidas para casa de vegetagdo onde permaneceram até
o final do experimento. Em outro teste, os tratamentos foram
aplicados em esquema booster, com a realizacdo de uma
segunda aplicacdo em sorgo 24 h apds a primeira, e a
inoculagdo com o fitopatdgeno 48 h apds a segunda aplicacao.
Nesse teste, foram incluidos dois tratamentos. suspensdo de
esporos autoclavada de C. sublineolum (1 x 10° conidios/ml)
e o indutor quimico de defesa vegetal, éster S-metil do &cido
benzo-(1,2,3)-tiadiazole-7-carbotidico (nome comum:;
acibenzolar S-metil, ASM), na dosagem de 50 ppm de
ingrediente ativo. Foram feitas quatro repeticdes por
tratamento em cada teste. Cada repeticdo consistiu de um
vaso com quatro plantas. O delineamento estatistico foi o
inteiramente casualizado. A avaliacdo dos sintomas foi
realizada aos 20 dias apds a inoculacdo, com base em escala
diagramatica (Piccinin, 1995). Algumas plantas de sorgo
foram tratadas com as preparacfes das cianobactérias e
posteriormente aspergidas com agua para verificagdo de
sintomas de fitotoxicidade. Todos os experimentos foram
conduzidos por duas vezes.

RESULTADOS
Determinacao dos conteudos de acticares redutores e
proteinas totais nos filtrados das cianobactérias

A concentragdo de agUcaresredutores e proteinastotais
nos filtrados das cianobactérias aumentou com a idade de
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cultivo das mesmas (Tabela1). Esse aumento foi significativo
jdaos 70 dias de cultivo para os filtrados de S. leopoliensis,
mas ndo para os de Nostoc sp., onde a elevacdo somente
ocorreu em filtrados de culturas mais velhos (no caso, 140
dias de cultivo). Provavelmente, a capacidade fotossintética
de tais microrganismos e o cultivo sob condi¢des apropriadas
para expressao de tal atividade propiciaram os aumentos
considerados. A diferenca encontrada entre as cianobactérias
poderia se relacionar com a velocidade de crescimento das
mesmas, Visto que S. leopoliensis apresenta uma taxa de
multiplicacd@o celular bem superior a de Nostoc sp. (Di Piero
et al., 2000).

Efeito das cianobactérias sobre a germinac¢ao de esporos
e a formaciao de apressorios por C. sublineolum

Os meios liquidos de cultivo (BG11 e AA/4) foram
inibitorios & germinag@o dos conidios de C. sublineolum
(Figura 1). Ao contrério, os filtrados obtidos a partir de
culturas de S. leopoliensis € Nostoc p., com 70 e 140 dias de
cultivo, estimularam a germinacéo de conidios de C.
sublineolum (Figura 1A). Considerando a influéncia de S.
leopoliensis sobre aformagao de apressorios pel o fitopatdgeno
(Figura 1B), ndo houve diferencas significativas das
preparacdes comparadas aos controles (Aguae BG 11). Porém,
as preparacdes de Nostoc sp. inibiram a formagdo de
apressorios quando comparadas com o tratamento agua, mas
ndo quando comparadas com o tratamento envolvendo o meio
liquido AA/A.

Efeito das cianobactérias sobre o crescimento de C.
sublineolum em meio de cultivo
Osfiltradosincorporados em BDA a20% n&o apresen-
taram efeito no crescimento do fungo, independente da idade
de cultivo das cianobactérias quando da obtencdo dos mesmos
(dados ndo apresentados). Porém, quando utilizados a 40%,
os filtrados de S. leopoliensis com diferentes idades
estimularam o crescimento do patégeno em comparagdo com
0 meio BDA normal, enquanto os filtrados de Nostoc sp. ndo
afetaram o crescimento micelial do fungo (Figura 2).

TABELA 1 - Concentracdo de acucares redutores e
proteinas totais nos filtrados de Nostoc sp.
(N) e Synechococcus leopoliensis (S),
obtidos a partir de culturas com diferentes
idades de crescimento

Acticares redutores’

Proteinas totais’

Filtrado (ug/ml) (ug/ml)

N — 30 dias 79+27a° 154 +51 a°
N — 70 dias 11,1+10a 439+305a
N —140 dias 34,2 +3,5ahc 1535+134 b
S—30dias 171+64a 384+83 a
S—70dias 31,7+94 b 1118+275 b
S—140dias 550+55 d 162,1+14,9 b

Determinagdo pelo método de L ever (1972).

2Determinacao pelo método de Bradford (1976).

3Valores representam amédia+ desvio padréo. M édias seguidas pelamesma
letra, nacoluna, ndo diferem entresi pelo teste de Tukey a5%.
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FIG. 1 - Influéncia dos filtrados obtidos a partir das
cianobactérias, com 70 e 140 dias de cultivo, na
germinacio (A) e na formacao de apressorio (B)
por Colletotrichum sublineolum. BG 11 e AA/4
= meios de cultive; f = filtrado; S =
Synechococcus leopoliensis; N = Nostoc sp. As
barras representam a média + o desvio padrio.
Médias seguidas pela mesma letra nao diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Efeito das cianobactérias no acamulo de fitoalexinas em
mesocotilos de sorgo

PreparacOes obtidas a partir de S. leopoliensis
(suspensdo de células e filtrados) em diferentes tempos de
cultivo (30, 70 e 140 dias) ndo diferiram estatisticamente dos
controles representados pel 0 meio de cultivo dacianobactéria
(BG 11) e pela agua (Figura 3). No caso de Nostoc Sp., 0S
preparados que induziram maior acimulo de fitoalexinas em
Sorgo apresentaram um desvio padréo muito grande, fazendo
com que ndo diferissem estatisticamente dos controles agua e
AA/4.

Efeito protetor das cianobactérias na interagfo sorgo x C.
sublineolum

Plantas de sorgo tratadas com o meio liquido BG 11
(meio de cultivo para S. leopoliensis) foram as que
apresentaram maior severidade média de doenca (Figura 4).

Fitopatol. bras. 27(2), mar - abr 2002



Efeito das cianobactérias Synechococcus leopoliensis € Nostoc sp. sobre Colletotrichum...

i 74 30 dias
T 6- CJ 70 dias
S | ) bc%c c bcm 140 dias
< c 7
= 4 a I ; b
© ?a a
g4 | T
[ - a
S =
2 |
g2
© e
@) J

AguaBG11 fS AA/4 iN
Tratamentos

FIG. 2 - Influéncia dos filtrados obtidos a partir das
cianobactérias com 30, 70 e 140 dias de cultivo,
e utilizados a 40%, no crescimento vegetativo
de Colletotrichum sublineolum em meio de BDA.
Resultados obtidos 7 dias apés a repicagem do
fungo. BG 11 e AA/4 = meios de cultivo; f =
filtrado; S = Synechococcus leopoliensis; N =
Nostoc sp. Barras representam a média + desvio
padrao. Médias seguidas pela mesma letra nao
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Em muitas folhas nesse tratamento foram notadas |esdes
tipicas defitotoxidez, caracterizadas pelo formato arredondado
e cor esbranquicada, o que pode ter contribuido para o
resultado obtido. No tocante &s preparagdes de S. leopoliensis,
as mesmas ndo diferiram estatisticamente dos controles
representados pela agua e por BG 11.

Por sua vez, as plantas tratadas com preparactes de
Nostoc sp. mostraram menor severidade de doenca quando
comparadas astratadas com S. leopoliensis, mas sem diferenca
estatistica entre esses tratamentos. Também n&o se pode
confirmar um efeito protetor por parte de Nostoc p., visto as
plantas tratadas com essa cianobactéria ndo apresentarem
severidade de doenca significativamente menor que astratadas
com agua (Figura 4).

No teste conduzido sob esquema booster, todos 0s
tratamentos diferiram estatisticamente do controle repre-
sentado pela agua, com uma pequena reducgdo na severidade
da antracnose em sorgo (Figura 5).

DISCUSSAO

As cianobactérias S. leopoliensis € Nostoc sp. ndo
apresentaram efeito antagonico in vitro a C. sublineolum,
agente causal da antracnose do sorgo. Pelo contrario, ocorreu
um estimulo a germinagdo de conidios e ao crescimento
micelial do patdégeno, apds o tratamento com os filtrados de
culturas obtidos a partir das cianobactérias. Esses filtrados
poderiam conter substancias estimulatérias produzidas pelas
cianobactérias ou simplesmente apresentarem nutrientes em
concentragOes favoraveis ao fitopatdégeno. Sabe-se que a
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Fig. 3 - Atividade elicitora do acimulo de fitoalexinas em
mesocétilos de sorgo (Sorghum bicolor) por
preparacdes das cianobactérias com 30, 70 e 140
dias de cultivo. BG 11 e AA/4 = meios de cultivo;
sc = suspensio de células; f = filtrado; S =
Synechococcus leopoliensis; N = Nostoc sp. As
barras representam a média + o desvio padrio.
Médias seguidas pela mesma letra nio diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5%. O controle
positivo (suspensio de esporos de C. sublineolum
— 1x10° conidios/ml) exibiu Abs 490 nm/ g tecido
fresco = 28,1 + 2,3.
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Fig. 4 - Efeito das suspensoes de células de cianobactérias,
obtidas a partir de culturas com 70 e 140 dias de
cultivo, na severidade da antracnose em sorgo
(Sorghum bicolor). Os tratamentos foram
realizados 2 dias antes da inoculacido das plantas
com Colletotrichum sublineolum. BG 11 e AA/4 =
meios de cultivo; sc = suspensao de células; S =
Synechococcus leopoliensis; N = Nostoc sp. As
barras representam a média + o desvio padrio.
Médias seguidas pela mesma letra nio diferem
entre si pelo teste de Duncan a 10%.
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FIG. 5 - Efeito de diferentes preparacdes e de um ativador
de defesa vegetal na severidade da antracnose em
sorgo (Sorghum bicolor). Os tratamentos foram
aplicados duas vezes, com um intervalo de um
dia, e a inoculacio das plantas com Colletotrichum
sublineolum foi realizada 2 dias apds a segunda
aplicaciio dos tratamentos. BG 11 e AA/4 = meios
de cultivo das cianobactérias; sc = suspensao de
células; S = Synechococcus leopoliensis; N =
Nostoc sp.; Csa = suspensao de esporos de C.
sublineolum autoclavada (1x10° conidios/ml);
ASM = acibenzolar S-metil (ativador de defesa
vegetal), utilizado a 50 ppm i.a. As suspensoes de
células de cianobactérias foram obtidas a partir
de culturas com 70 dias de cultivo. As barras
representam a média + o desvio padrao. Médias
seguidas pela mesma letra nao diferem entre si
pelo teste de Duncan a 10%.

presenca de nutrientes prontamente disponivels, em concen-
tracfes adequadas, inativa a micosporina-alanina, um auto-
inibidor de germinacdo encontrado namucilagem que envolve
os conidios de C. sublineloum (Leite & Nicholson, 1993).
Por outro lado, a inibicdo na germinacdo verificada com os
meios liquidos BG 11 e AA/4 provavelmente ocorreu em
virtude da quantidade excessiva de alguns dos nutrientes
contidos nesses meios.

Quanto ao desenvolvimento micelial in vitro do fitopa-
tégeno, o fato daincorporagédo do meio liquido BG 11 (meio
de cultivo de S. leopoliensis, rico em sais minerais) a 40%
em BDA, ter propiciado um estimulo ao crescimento micelial
de C. sublineolum tanto quanto os filtrados obtidos a partir
de S. leopoliensis, indica que a quantidade e/ou qualidade de
nutrientes presentes nesses tratamentos foi a principal causa
do resultado observado. O fungo também teve seu crescimento
micelia aumentado no tratamento com o meio liquido onde
Nostoc sp. € cultivada (AA/4), utilizado a 40%. No entanto,
o crescimento do fungo nos tratamentos com filtrados obtidos
a partir de Nostoc sp. ndo diferiu do encontrado em BDA
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normal, o que significa que esta cianobactéria pode estar
indisponibilizando os nutrientes contidos no meio AA/4,
resultando em auséncia de estimulo ao crescimento de C.
sublineolum.

Os filtrados obtidos a partir de Nostoc sp. com até 70
dias de cultivo apresentaram de modo geral, teores menores
de aclcares e proteinas em relac@o aos de S. leopoliensis
(Tabela 1). Os obtidos de culturas de Nostoc sp. com 140
dias, no entanto, mostraram-se com valores relativamente
altos e mesmo assim, n&o estimularam o crescimento micelial
de C. sublineolum. Como as dosagens de agUcares redutores
e proteinas totais foram quantitativas e ndo qualitativas, ndo
foi possivel o estabelecimento de relagdes mais apuradas.

Mesmo sem apresentar efeito antagdnico direto contra
o fitopatdgeno, as cianobactérias poderiam proteger plantas
de sorgo, caso conseguissem atuar como indutoras de
resisténcia. O bioensaio com mesocdtilos de sorgo para a
quantificacdo de fitoalexinas contribui no sentido de serem
encontrados compostos com potencia de ativar osmecanismos
de defesa dessa planta (L opes, 1993) e por isso foi utilizado
no presente trabalho. Fitoalexinas em sorgo sdo sintetizadas
em inclusBes dentro das células sob ataque de patégenos,
movem-se para o sitio de penetracéo e liberam seus contelidos
junto ao citoplasma, e asintese adicional defitoalexinasocorre
nas células vizinhas (Snyder & Nicholson, 1990).

O sorgo é uma das poucas plantas monocotiledéneas
que sintetizam fitoalexinas em resposta a infecgcdo por
patégenos. Plantas juvenis de cultivares geneticamente
resistentes e suscetivels sintetizam fitoalexinas e resistem ao
fungo, mas as cultivares suscetiveis maduras perdem a
habilidade de responder rapidamente a infeccéo fungica
(Tenkouano et al., 1993). Uma hip6tese € que as cultivares
suscetiveis produzem fitoal exinas em todos os estédios, mas
0s compostos somente se acumulem em niveis fungitoxicos
em plantas juvenis.

A auséncia de protecdo encontrada em plantas
suscetiveis de sorgo tratadas com as cianobactérias pode ser
reflexo da baixa capacidade de induzirem o acumulo de
fitoal exinas em mesocotilos de sorgo. Os metabdlitose células
das cianobactérias testadas parecem ndo estimular os tecidos
de sorgo, de forma a ndo ativar os mecanismos latentes de
resisténcia da planta, e consequentemente ndo propiciar
protecdo contra C. sublineolum. A aplicagdo das ciano-
bactérias sobre sorgo em esquema booster (aplicagdes de um
mesmo indutor com um intervalo de tempo entre elas), no
ultimo experimento realizado, pode ter modificado esse
panorama.

Em muitos casos, uma unica aplicacdo do indutor é
suficiente parainduzir resisténcia a doengas, como verificado
pelousode ASM (30 gi.a/ha) emtrigo deinverno, no estédio
GS 25-32, que protegeu a cultura ao longo da estacdo de
crescimento contra Blumeria graminis Speer f. sp. tritici,
agente causal do oidio (Stadnik & Buchenauer, 1999). Por
outro lado, aplicacBes em esquema bhooster tém mostrado
aumentar o periodo de protecdo de arroz tratado com acido
sdlicilico contra Magnoporthe grisea (Hebert) Barr (Cai &
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Zheng, 1996), bem como melhorar a eficiénciade metabdlitos
produzidos por Bacillus subtilis (Cohn) Prazmowski em
controlar oidio do trigo (Schonbeck et al., 1982). No caso de
arroz tratado com o ndo-patégeno Bipolaris sorokiniana Sacc.
atuando como um indutor biético, somente multiplas
aplicacOes, realizadasem diferentes estédios dacultura, foram
eficazes em proteger as plantas contra Pyricularia oryzae
Cavara, em experimento de campo conduzido no Nepal
(Manandhan et al., 1998).

Mesmo considerando-se o resultado da aplicagdo em
booster, as cianobactérias S. leopolienis € Nostoc Sp. pouco
afetaram a antracnose em sorgo has condi ¢des estudadas, ndo
revelando, até o momento, potencial para atuarem como
agentes controladores dessa importante doenca do sorgo.
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