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Pseudomonas aeruginosa cepa LV contra Xanthomonas vasicola pv. 
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RESUMO 
 
 
O milho é um dos grãos mais consumidos no mundo, não se restringindo apenas ao 
consumo humano mas também como alimento para animais. O Brasil esta entre os 
maiores produtores  de milho no mundo, ficando para trás apenas dos Estados 
Unidos e da China. E cerca de 70% desse milho, no Brasil, é utilizado para 
alimentação de suinos e aves, e devido à isso a produção de milho no mundo tende 
á aumentar. Sendo assim, é de suma importância previnir e combater as possíveis 
doenças que podem acometer essa planta. Uma das doenças que vem preocupando 
os agricultores é a estria bacteriana do milho, causada pela bactéria Xanthomonas 
vacisola pv. vasculorum (Xvv). Essa bactéria já foi encontrada em outros países 
como na Argentina e nos Estados Unidos, onde atingiu níveis epidêmicos,  
recentemente foi isolada e caracterizada no Brasil, principalmente na região do 
Paraná, por isso é necessário buscar métodos eficientes de controle. Por 
conseguinte o objetivo do trabalho foi avaliar a capacidade de infecção do isolado de 
Xvv em plantas de milho e a capacidade dos metabólitos secundários de 
Pseudomonas aeruginosa cepa LV (F4A e OAC) em controlar a estria bacteriana do 
milho. Foram realizados experimento in vitro e in vivo, em condições de casa de 
vegetação. Os experimentos in vitro foram: teste de disco difusão onde foram 
utilizadas as concentrações de 250 µg e 50 µg para F4A, o qual obteve um halo de 
inibição em média de 63 mm e 64,5 mm respectivamente, e 50 µg para OAC, que 
obteve médio de 69,5 mm de inibição; também foi realizado o teste de concentração 
inibitória mínima (CIM), que teve como resultado 0,25 µg mL-1 para F4A e para o 
OAC 0,06 µg mL-1., esses resultados definiram as concentrações que foram usadas 
no experimento in vivo. No experimento em casa de vegetação foi possível realizar a 
infecção e observar os sintomas da doença. Após isso, foi avaliado o efeito da 
fração semi-purificada F4A e de um composto organometálico (OAC) purificado, 
para isso utilizamos como método a aplicação ectópica de 3 concentrações de F4A: 
0.5, 5 e 10 µg mL-1; e 3 concentrações de OAC: 0.12, 1 e 4 µg mL-1. As aplicações 
foram realizadas antes (tratamento pré) e após (tratamentos pós) a inoculação com 
X. vasicola pv. vasculorum. Aos 14 dias após a infecção o desenvolvimento da 
doença foi avaliada periodicamente por 21 dias. As análises estatísticas mostraram 
que 3 tratamentos foram mais eficientes no controle da doença: F4A 10  µg Ml-1 pré, 
F4A 10  µg mL-1 pós e OAC 4  µg mL-1. E por fim foi realizado a microscopia 
eletrônica de varredura (MEV), onde foi possível constatar que as amostras tratadas 
com F4A e OAC tinham uma quantidade bem menor de bactéria, e grande parte 
estava com morfologia anormal, diferente do controle que apresentou grande 
quantidade de bactéria, com morfologia sem alteração. Com base nesses resultados 
pode-se afirmar que a F4A e o OAC  apresentam uma ação antimicrobiana contra 
Xvv. 
 
Palavras- chave: estria bacteriana de milho; postulado de Koch; controle químico 

natural ; OAC; F4A; MEV. 
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ABSTRACT 
 
 
Corn is one of the most consumed grains in the world, not being restricted only to 
human consumption but also as food for animals. Brazil is among the largest corn 
producers in the world, behind only the United States and China. And about 70% of 
that corn, in Brazil, is used to feed swine and poultry, and because of that, corn 
production in the world tends to increase. Therefore, it is extremely important to 
prevent and combat the possible diseases that can affect this plant. One of the 
diseases that has been worrying farmers is the bacterial streak of corn, caused by 
the bacteria Xanthomonas vacisola pv. vasculorum (Xvv). This bacterium has already 
been found in other countries such as Argentina and the United States, where it 
reached epidemic levels, recently it was isolated and characterized in Brazil, mainly 
in the Paraná region, so it is necessary to seek efficient methods of control. 
Therefore, the objective of the work was to evaluate the infection capacity of the Xvv 
isolate in corn plants and the ability of the secondary metabolites of Pseudomonas 
aeruginosa strain LV (F4A and OAC) to control the bacterial streak of corn. 
Experiments were carried out in vitro and in vivo, under greenhouse conditions. The 
in vitro experiments were: disk diffusion test where the concentrations of 250 µg and 
50 µg for F4A were used, which obtained an inhibition halo on average of 63 mm and 
64.5 mm respectively, and 50 µg for OAC, which obtained a mean of 69.5 mm of 
inhibition; the minimum inhibitory concentration test (MIC) was also performed, which 
resulted in 0.25 µg mL-1 for F4A and for OAC 0.06 µg mL-1. These results defined 
the concentrations that were used in the in-house experiment alive. In the 
greenhouse experiment it was possible to carry out the infection and observe the 
symptoms of the disease. After that, the effect of the semi-purified fraction F4A and 
of a purified organometallic compound (OAC) was evaluated, for that we used as 
method the ectopic application of 3 concentrations of F4A: 0.5, 5 and 10 µg mL-1; 
and 3 OAC concentrations: 0.12, 1 and 4 µg mL-1. The applications were performed 
before (pre treatment) and after (post treatments) inoculation with X. vasicola pv. 
vasculorum. At 14 days after infection, the development of the disease was 
evaluated periodically for 21 days. Statistical analyzes showed that 3 treatments 
were more efficient in controlling the disease: F4A 10 µg Ml-1 pre, F4A 10 µg mL-1 
post and OAC 4 µg mL-1. Finally, scanning electron microscopy (SEM) was 
performed, where it was possible to verify that the samples treated with F4A and 
OAC had a much smaller amount of bacteria, and a large part had abnormal 
morphology, different from the control that presented a large amount of bacteria, with 
unchanged morphology. Based on these results, it can be said that F4A and OAC 
have an antimicrobial action against Xvv. 
 
Key words: xanthomonas vasicola; zea mays; antimicrobial; Koch's postulate; 

natural product; OAC; F4A; MEV. 
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1. INTRODUÇÃO
O cultivo do milho começou na região onde hoje é situado o México, e

juntamente com o desenvolvimento de tecnologias atingiu um aumento do índice de

sua produção, atualmente a semente do milho foi modificada geneticamente e seu

cultivo é possível em muitos países com diferentes características ambientais.

Dentre os países que mais produzem milho estão os Estados Unidos, a China,

Argentina e o Brasil. O Brasil em 2017 ficou em terceiro na produção de milho,

passando a Argentina (FAOSTAT, 2018). O milho mundialmente tem maior

utilização para atividades de criação de aves e suínos, e a estimativa é que o

consumo continue crescendo (CONAB, 2010), devido às suas características

fisiológicas, a cultura do milho tem alto potencial produtivo.

A cultura do milho sempre sofreu com a ocorrência de pragas e doenças,

causadas por insetos fungos e bactérias. As bacterioses são as doenças mais

graves que podem acometer as plantas, pelo fato de ainda não existirem formas de

tratamentos preventivos e curativos eficazes para curar ou até mesmo controlar uma

planta infectada (ROMERO, 2005). Dentre as bacterioses que atingem o milho

podemos citar a estria do milho, causada por Xanthomonas vasicola pv. vasculorum

(LANG et al., 2017).

As bactérias do gênero Xanthomonas, são conhecidas como agentes causais

de muitas doenças, como cancro cítrico (X. citri subsp. citri), mancha-bacteriana (X.

axonopodis pv. passilflorae), também causam doença na banana (X. vasicola pv.

mussacearum), no sorgo (X. vasicola pv. holciola) e por fim (X. vasicola pv.

vasculorum) causando doença no milho (MUNHOZ et al., 2015; EPPO 2017;

NAKATO et al., 2018; HARTMAN et al., 2020).

Reportada pela primeira vez em regiões produtoras de milho na África do Sul

em 1949 (DYER, 1949) a bactéria Xanthomonas. vasicola pv. vascolorum (Xvv)

(COBB 1894), foi recentemente isolada em regiões do norte do Paraná (LEITE et al.,

2018). O patógeno é um bacilo Gram negativo que provoca a patogenia quando a

bactéria entra no hospedeiro por meio de aberturas naturais (estômatos e

hidatódios), ou por meio de ferimentos presentes o hospedeiro (KAY; BONAS, 2009).

Nos Estados Unidos a doença, em 2016, atingiu níveis epidêmicos, atingindo

ceca de sete estados, apesar da porcentagem de perda em razão da doença ainda

não ter sido estimada (LANG et al., 2017). Na Argentina a bacteriose ocorreu em
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várias regiões em 2017, com pesquisas constataram que o isolado de Xvv

encontrado na Argentina tinha 99% de similaridade com o genoma dos isolados da

África do Sul e dos Estado Unidos (PLAZAS, 2018). Em 2018 a Xvv foi encontrada

em culturas de milho no estado do Paraná, sendo a primeira vez reportada no Brasil,

o que tem alarmado os produtores (LEITE Jr et al.; 2018).

Pelo fato de as bacterioses apresentarem certa dificuldade em seu controle e

a Xvv afetar uma cultura de grande importância econômica para o Brasil, é

necessário o estudo de métodos eficazes para tratamentos preventivos e curativos,

para evitar que a estria do milho atinja níveis epidemicos como ocorreu nos Estados

Unidos acarretando em uma crise econômica no país (LANG et al., 2017)

Dentre as formas de controle é possível citar o plantio de variedades

resistentes representa o melhor método para o controle de doenças bacterianas

(MATSUOKA, 2016; MANTOVANI et al., 2006), no entanto, um estudo realizado por

Mantovani et al. (2006),foram testados três híbridos de milho e todos apresentaram

susceptibilidade, portanto na ausência de híbridos com características de resistência,

outras medidas de controle devem ser adotadas.

Entre elas está a utilização de defensivos agrícolas. Esse método, porém,

pode ser muito prejudicial tanto ao meio ambiente quanto à saúde humana, uma vez

que provoca o acúmulo de substâncias tóxicas em ambientes como riachos, lagos e

solo, gerando um desequilíbrio nesses ecossistemas. Além disso, alguns estudos

mostram uma relação da pulverização de pesticidas com o risco do desenvolvimento

de câncer (SOUZA et al., 2017; STEWART, 2012). Sendo assim, como forma de

amenizar esses problemas, o controle químico natural por meio da utilização de

moléculas extraídas do metabolismo secundário de microrganismos podem ser

utilizadas como uma ferramenta alternativa para o controle de organismos

fitopatogênicos.

Em estudos anteriores realizados pelo grupo de pesquisa do Laboratório de

ecologia microbiana na UEL, foram analisadas as frações F3, F3d e F4A, obtidas por

meio da purificação e fracionamento de metabólitos secundário de Pseudomonas

aeruginosa (cepa LV); tais frações demonstraram alta atividade antimicrobiana

contra Pectobacterium carovora, Botrytis cinerea, Lactobacillus spp., Klebsiella

pneumoniae Carbapenemase (KPC), Staphylococcus aureus e Xanthomonas spp.
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(DE OLIVEIRA et al., 2011; CARDOZO et al., 2013; GÓIS et al., 2013; KERBAUY et al.,

2013; MUNHOZ et al., 2017, SIMIONATO et al., 2017).

Dentre os bioativos presentes na fração F4A esta o composto organometálico

(OAC), que apresenta em sua estrutura um elemento cobre, devido a isso e como

muitos estudos já demonstraram, apresenta resultados positivos quanto ao seu alto

potencial atimicrobiano (DE OLIVEIRA et al., 2011; LOPES et al., 2012;

VASCONCELLOS et al., 2014; DE OLIVEIRA et al., 2016). Além dele também se

encontra a indiolin-3-ona (IND), fenazina-1-carboxilica ácida (PCA) e a fenazina-1-

carboxiamida (PCN), a PCN já foi demonstrada como indutora de resistência sistêmica

contra Pectobacterium carotovorum, que provoca doença em plantas de tomate

(MUNHOZ et al. 2017). Assim, neste estudo pretende-se avaliar o efeito dos

metabólitos secundários extraídos da cepa LV, utilizando a fração F4A e o composto

organometálica (OAC), sobre o controle de Xvv agente causador da estria

bacteriana no milho.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Avaliar atividade antibacteriana in vitro e in vivo da fração F4A e de seu

bioativo purificado OAC produzidos por Pseudomonas aeruginosa cepa LV contra

Xvv em milho.

2.2. Objetivos específicos
1. Determinar o postulado de Koch através da infectividade e patogenicidade

de Xvv;

2.Padronizar a infecção experimental de Xvv;

3. Extrair e purificar os compostos bioativos a partir de métodos químicos,

partição líquido-líquido, cromatografia em camada delgada e cromatografia líquida a

vácuo;

4. Avaliar a atividade antimicrobiana dos compostos extracelulares frente a

bactéria Xvv, através das técnicas de concentração inibitória mínima e teste de

disco-difusão ;

5. Determinar a eficiência dos bioativos F4A e OAC no controle da estria

bacteriana em casa de vegetação.

6. Analisar os efeitos morfológicos dos compostos extracelulares sobre a

bactéria fitopatogênica através de microscopia eletrônica de varredura.
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA

3.1. Importância econômica do milho no mundo

O milho foi domesticado a partir de um ancestral selvagem, o teosinte, na

região onde atualmente se situa o México. A partir disso, foi cultivado nas Américas,

levado à Europa, África e Ásia, e atualmente, junto com o desenvolvimento de

tecnologias, foi adaptado fazendo com que possa ser cultivado em diversos

ambientes. O conhecimento do manejo de plantas aliado às inovações tecnologias

elaboradas tornou possível cultivar plantas de milho em locais que eram impróprios

para o cultivo (VALOIS, 2001). Esse é um fator muito importante principalmente para

o Brasil, pois é um país em que existe uma variedade de biomas, solos e climas, e o

milho requer fatores determinados de solo e clima, que são ideais para o seu cultivo

(EMBRAPA, 2002).

Com a difusão de tecnologias a partir da década de 1960 na agricultura

brasileira, foi impulsionada a produção de diversas culturas e junto com elas a de

milho também. Cerca de 20 anos a produção cresceu em 193,55%,e o Brasil em

2017 produziu 97,84 milhões de toneladas de milho, ficando atrás apenas da soja

(CONAB, 2018). Sua utilização não se restringe ao consumo humano, mas também

serve como alimento para animais, devido a isso, é um dos grãos mais produzidos

no mundo (GARCIA; MATTOSO; ANDRADE, 2006).

Os maiores produtores de milho do mundo são os Estados Unidos, a China e

o Brasil. O Brasil ficou em terceiro na produção em 2017, passando a Argentina

(FAOSTAT, 2018). E de 70 à 80% do milho produzido no Brasil é utilizado na cadeia

produtiva de suínos e aves (GARCIA et al., 2006). E deve-se considerar que

conforme a urbanização aumenta, o consumo de produtos de origem animal cresce

em maior quantidade quando comparado ao consumo de arroz e trigo (GARCIA;

MATTOSO; ANDRADE, 2006).

O milho é cultivado em diversas regiões do Brasil, aproximadamente 46,7%

da produção se concentra na região Centro-Oeste, 29,8% na Sul, 13,1% na Sudeste,

7,4% na Nordeste e 3% na Norte (CONAB, 2015). Grande parte dessa produção é

destinada ao segmento de proteínas animais, e que dentre eles a produção de carne

de frango é a que mais cresce no país. O Brasil é um dos maiores exportadores de



19

carne de frango, e seus maiores consumidores são os países do Oriente Médio, da

Ásia e da Europa.(GARCIA et al., 2006). No estado do Paraná, em 2017/18

produziu 11 milhões de toneladas de milho (MENELAU, 2017).

Devido a esses fatores, é de suma importância econômica, manter as culturas

de milho livres de pragas e doenças. Pois, caso houver uma diminuição na produção

do milho, toda uma cadeia produtiva acaba sendo interrompida, por isso é

necessário o estudo de métodos que busquem tratamentos eficazes contra doenças

que atingem essa cultura.

Dentre as doenças que mais atingem culturas de milho podemos citar: a

mancha-de-turcicum, (Exserohilium turcicum); a cercosporiose (Cercospora zeae-

maydis); ferrugem-polissora (Puccinia polysora); mancha-de-curvularia

(Curvularia ssp.), a mancha-branca (Pantoea ananatis) e a estria do milho

(Xanthomonas vasicola pv. vaculorum), sendo as última as única causadas por

bactérias (COSTA et al., 2018). As bacterioses são as doenças mais difíceis de

serem tratadas, visto que ainda não foi desenvolvido produtos químicos eficazes

para a promoção da cura de uma planta infectada por bacteria ou até mesmo como

forma de tratamento preventivo (ROMEIRO, 2005).

3.2. Xanthomonas

Muitas bactérias tem por característica causarem doenças em plantas, e por

isso geram grandes perdas para a agricultura. Os patógenos de plantas em grande

maioria são bactérias Gram-negativas, como as dos gêneros Pseudomonas, Erwinia,

Ralstonia e Xanthomonas. Grande parte delas possuem uma planta que é um

hospedeiro específico, porém em outras plantas ela também pode causar patogenia

(COLLMER, 1998, PRIOR et al., 2016; SILVA et al., 2020).

O gênero Xanthomonas é formado por 27 espécies que justas causam

patogenias em aproximadamente 400 hospedeiros, tendo como característica uma

alta especificidade hospedeiro-planta. É composto por bastonetes Gram-negativos,

aeróbios obrigatórios, oxidase negativa, catalase positiva, crescem na faixa de

temperatura de 6ºC à 36ºC, possuem um flagelo polar e estão amplamente

distribuídas, podendo viver em diversos ambientes. Pertence à classe gama do filo

proteobacteria (RYAN et al., 2011; RODRIGUEZ-R et al., 2012).
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A maioria possui mucoides, formam colônias lisas e de coloração amarelada,

apresentam um pigmento amarelo insolúvel chamado de xantomonadina. Podem

infectar ao todo, cerca de 120 espécies de monocotiledônias e cerca de 270 de

dicotiledônias. E atingem culturas de grande importância econômica no Brasil como:

mandioca, feijão, maracujá, cana-de-açúcar, tomate e citros, o que tem causado

grandes perdas para a agricultura, principalmente na região centro-sul do país

(BRADBURY, 1986; SCHAAD et al., 2001; WHITE et al., 2009 ; RYAN et al., 2011;

RODRIGUEZ et al., 2012).

3.2.1. Doenças provocadas por Xathomonas

Para a infecção, as bactérias crescem na superfície da folha e entram no

hospedeiro por meio de aberturas naturais (estômatos e hidatódios), que são

mantidos abertos por mais tempo devido ao aumento da umidade, ou através de

ferimentos presente no hospedeiro, dessa forma se multiplicam no espaço

intercelular e no xilema. Algumas espécies podem sobreviver no solo, fazendo com

que ocorra a contaminação em futuras plantações, por meio de ferimentos nas

raízes (RYAN et al., 2011; KAY; BONAS, 2009; TURKINGTON et al. 2004;

LICHTENBERG, 1989).

Uma das doenças mais conhecidas causada por Xanthomonas é o Cancro

cítrico. Ele tem com agente a Xanthomanas citri subsp. citri (X. citri – XaC), e ataca

todas espécies de citros de importância econômica, formando no início pequenas

lesões semelhantes a uma bolha, depois passam a causar lesões maiores e de

tonalidade marrom deixando com aspecto intumescente acompanhado por lesões

cloróticas no tecido da planta. Está presente em países como Brasil, Argentina,

Bolívia, Paraguai e Uruguai. É considerado um dos principais problemas

fitossanitários no Brasil (SANCHES et al., 2014; CABI, 2017; EPPO, 2017). Como

medidas para o controle da doença podemos citar: a utilização de espécies e

variedades mais resistentes, o uso de quebra ventos, aplicação de cobre, indutores

de resistência, entre outras (FEICHTENBERGER et al., 2005; BEHLAU, SALA, e

BASSANEZI, 2017).

Outra doença causa por Xanthomonas que também acomete plantas de

importância comercial no Brasil é a mancha-bacteriana ou mancha oleosa, causada
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pela X. axonopodis pv. passilflorae (X. passiflorae – Xap), que uma das doenças

mais graves que acomete plantas de maracujá no país, causando lesões necróticas

marrom-avermelhadas, e conforme a progressão da doença ocorre a perda da

produtividade da planta, podendo levar à morte (FISCHER et al., 2005; ISHIDA e

HALFELD-VIEIRA, 2009; MUNHOZ et al., 2015).

As regiões responsáveis pela maior produção do fruto também fornecem

umidade e climas favoráveis à multiplicação da bactéria, tornando seu controle mais

difícil (ISHIDA e HALFELD-VIEIRA, 2009). Como medidas de controle é possível

citar o tratamento térmico de sementes (como método de prevenção) e o plantio de

plantas de espécie e variedade com resistência à doença. Outro método de controle

utilizado em algumas regiões é a integração do controle químico e genético (LIMA et

al., 2006; ISHIDA e HALFELD-VIEIRA, 2009).

As espécies de Xanthomonas vasicola tem por característica a infecção em

plantas que tem grande importância economica. Como por exemplo, X. vasicola pv.

musacearum (Xvm) que é um agente patogenico de milho e banana e X. vasicola pv.

holciola (Xvh) que provoca doença em sorgo (NAKATO, et al., 2018). E por sua vez

a X. vasicola pv. vasculorum (Xvv) é conhecida por causar doença em cana-de-

açúcar, levando a planta a danificação vascular e necrose foliar. Também causa

doença em palma e sorgo, porém este não foi verificado no campo ainda. E

recentemente foi reportada no Brasil como agente causador da estria bacteriana do

milho (HARTMAN et al., 2020).

3.2.2. Xvv e a estria do milho

A Xvv foi reportada pela primeira vez na África em 1949 (DYER, 1949) e

somente foi identificada como agente causal da estria do milho em 2016, na África

do Sul. A partir de então, causou perdas econômicas em sete estados dos Estados

Unidos em 2016 e em 2017 essa doença foi reportada na Argentina (PLAZAS, 2018 ;

LANG et al., 2017). Contudo, em 2018 na região sul do Brasil foi reportada a

presença desse patógeno nas culturas de milho, o que tem alarmado produtores. Os

sintomas iniciais começam nas folhas inferiores das plantas, e durante o

crescimento do milho as lesões se deslocam para a parte superior. Os sintomas são

caracterizados por lesões com margens irregulares, lineares, amarelas e castanhas.
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As plantas com maior tempo de infecção apresentam lesões longas de cor escura,

que podem atingir grandes extensões ao longo da folha (Figura 1) (LEITE Jr et al.;

2018; KORUS et al. 2017).

Figura 1. Fotografia mostrando planta de milho infectada por Xvv, apresentando os

sintomas observados no 8º dia de infecção: lesões lineares longas de cor escura,

qua atingem todo o comprimento da folha

Acredita-se que o maior impacto causado pela infecção dessa bactéria no

milho é à perda de tecido fotossintético que essa doença gera, devido as estrias

necróticas nas folhas, e que pode causar um impacto maior caso atinja as folhas da

parte superior das plantas (HARTMAN 2018). Apesar dessa doença causar

preocupações, ainda não se tem um método de controle eficaz, dentre as

alternativas utilizadas está o uso de químicos de origem sintética, plantações de

híbridos resistentes a doença e o controle químico natural.
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3.2.3. Possíveis formas de controle da Estria bacteriana do milho: vantagens e
desvantagens

Para o controle de patógenos de plantas o método mais utilizado é a

aplicação de químicos de origem sintética, como os herbicidas que contém em sua

formulação o Glifosato ou até mesmo alguns fungicidas com ativos específicos,

esses compostos podem ter atuação contra o microrganismo hospedeiro

(HARTMAN et al., 2020). Entretanto, seu uso pode ser prejudicial tanto ao meio

ambiente quanto à saúde humana, uma vez que é responsável pelo acúmulo de

substâncias tóxicas em ambientes como solo, riachos e lagos, causando um

desequilíbrio nesses ecossistemas. Alguns estudos mostram uma relação da

pulverização de pesticidas com o risco do desenvolvimento de câncer (SOUZA et al.,

2017; STEWART, 2012).

Outra forma de controle de doenças bacterianas é o plantio de variedades

resistentes ao patógeno (MATSUOKA, 2016; MANTOVANI et al., 2006). Entretanto,

um estudo realizados por Mantovani et al. (2016), 31 espécies de gramíneas foram

avaliadas com relação a susceptibilidade à Xvv. A infecção foi bem-sucedida em

hídridos de sorgo, aveia e milho. Em milho foram testados três híbridos e todos

apresentaram susceptibilidade (MANTOVANI et al., 2006). Portanto na ausência de

híbridos com características de resistência outras medidas de controle devem ser

adotadas.

Dentre os métodos alternativos de controle está o controle biológico, onde se

leva em consideração as interações do patógeno, do hospedeiro e do possível

antagonista; e que pode ser conseguido através de práticas que viabilizem os

antagonistas nativos ou por meio da introdução de microrganismos selecionados. O

sucesso do biocontrole depende da atividade antagonista (XU et al. 2013; LANNA

FILHO, 2010). A forma de utilização pode ser por meio de sua aplicação direta,

quando estão vivos; ou indiretas, através do uso de seus metabólitos (REMUSKA;

PRIA, 2007). Para esses dois casos é necessário o uso de produtos para que se

mantenha a característica de seus metabólitos ou do microrganismo em si.

Por fim, a possibilidade que foi testada e já tem demonstrado ação contra

diversos patógenos é o controle químico natural, que por meio da utilização de

moléculas extraídas do metabolismo secundário de microrganismos pode ser

utilizado como uma ferramenta alternativa para o controle de doenças em plantas.
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Onde um metabólito produzido por um microrganismo, depois de passar por um

processo de separação e purificação, tem ação prejudicial ao patógeno, gerando um

controle da doença (BETTIOL; GHINI, 1995).

Frações extraídas do metabolismo secundário de P. aeruginosa cepa LV

demonstraram ter atividade antimicrobiana contra vários fitopatógenos como:

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Botrytis cinerea e Candidatus

liberibacter (PISTORE, 2014; MURATE et al., 2015; DE OLIVEIRA et al., 2016;

MUNHOZ et al., 2017; SIMIONATO et al., 2017). Algumas frações e compostos

apresentaram alta atividade antimicrobiana contra bactérias do gênero Xanthomonas,

espécies como Xanthomonas citri subsp. Citri, Xanthomonas axonopodis e

Xanthomonas arboricola pv. pruni obtiveram resultados positivos, em estudos

anteriores, quanto ao controle da doença com a utilização dos compostos (DE

OLIVEIRA et al., 2016; MURATE et al., 2015; VASCONCELLOS et al., 2014; LOPES

et al. 2012). Portanto existe possibilidade do uso dos compostos produzidos pela

cepa LV como possível forma de controle da estria do milho.

3.3. Bioativos obtidos por de Pseudomonas aeruginosa LV

O gênero Pseudomonas, pertence à família Pseudomonadaceae e tem cerca de

253 espécies e 18 subespécies. A espécie P. aeruginosa é um bacilo Gram-negativo, é

flagelar e pode ser encontrada na forma planctônica ou em colônias, gerando biofilmes,

que podem estar aderidos à superfícies com vários tipos de textura, vivos ou não. Este

microrganismo é ubíquo, podendo habitar a água, solo e ter uma variedade de

hospedeiros, como insetos, animais e plantas (PUOPOLO et al., 2006). Essa

capacidade de ocupar diferentes nichos é decorrente de sua complexidade genética,

fazendo com que se adapte a praticamente todos os ambientes do planeta.(MOREIRA;

SIQUEIRA, 2006 ).

A versatilidade conferida pela quantidade de genes reguladores presentes em

seu genoma, faz com que tenha um amplo conjunto de determinantes de virulência,

além de ter capacidade de evitar a ação de alguns tratamentos antimicrobianos,

fazendo com que seja um dos patógenos que despenda grandes preocupações na
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área médica (GELLATLY; HANCOCK, 2013; BREIDENSTEIN et al., 2011; SILBY et al.,

2011).

Um dos gêneros de bacteria que tem maior utilização como agentes de controle

químico natural são Bacillus e Pseudomonas, pelo fato de produzirem muitos

compostos que tem possibilidade de promover um controle efetivo da bactéria alvo, por

seram organismos antagonista de algumas espécies da bacterias (PAGANI et al., 1998;

SHODA, 2000; CHU et al., 2010). O gênero Pseudomonas, desde 1990, tem sido

utilizado como forma um biopesticida, controlando doenças em plantas nos Estado

Unidos (STOCKWELL; STACK, 2007). Portanto, como esse gênero tem uma ampla

distribuição, e é considerado uma dos que tem mais ação antagonista, seus

metabólitos podem ser utilizados como estratégia para um controlo químico natural

(GARDENER, 2007).

A bactéria P. aeruginosa, quando presente no solo, tem grande importância

ecológica. Obtém recursos a partir de exsudatos radiculares que os vegetais liberam e

em compensação beneficiam as plantas, como por exemplo regular o crescimento da

planta hospedeira, com a sinteze de hormônios semelhantes aos produzidos pelos

vegetais; além de fazer com que as plantas possam ter respostas imunológicas

antecipadas, ativando as vias de resistência sistêmica ( KUMAR et al., 2017 ; HANELT;

JANOVY, 2004).

Ademais, P. aeruginosa produz compostos antimicrobianos, devido a

competição com outros organismos presente na região da rizosfera, que protege a

planta contra infecções de patógenos presentes no solo (UPADHYAY; SRIVASTAVA,

2011). Além disso, a bactéria auxilia na nutrição das plantas, liberando sideróforos, que

são moléculas que sequestram íons metálicos formando complexos em maior

quantidade e também mais assimiláveis pelos vegetais (SAHA et al., 2016).

Rampazo (2004) selecionou a cepa LV, no Laboratório de Ecologia Microbiana

(LEM) da Universidade Estadual de Londrina. O objetivo deste trabalho era realizar a

bioprospecção de plantação de laranjas infectadas pela bactéria Xanthomonas citri pv

citri, com o intuito de isolar bactérias que tivessem ação antimicrobiana contra o

patógeno. Dentre as colônias analisadas, as cepas LV e LN, obtiveram resultados,

tanto in vitro quanto in vivo em condições de casa de vegetação, positivos contra a

infecção (RAMPAZO, 2004).
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A partir de então o grupo de pesquisas do LEM desenvolveu métodos de para

isolar, purificar e identificar os compostos bioativos que essas cepas produzem,

especialmente a cepa LV (SIMIONATO et al., 2017; SILVA VASCONCELLOS et al.,

2014; DE OLIVEIRA et al., 2011). Testes realizados mostraram que os compostos que

a cepa LV produziu induz o crescimento e resistência sistêmica das plantas e, além

disso, apresenta alta atividade antimicrobiana (MUNHOZ et al., 2017).

Para conseguir as frações e compostos usados como antimicrobianos nos

estudos realizados pelo laboratório, primeiramente é realizado o precesso denominado

de produção, que consiste na aeração constante da bactéria em meio caldo nutriente

modificado com adição de 5mg/L de CuCl2, já foi demonstrado que P. aeruginosa

crescendo em meio com maior concentração de cloreto de cobre faz a regulação

celular, promovida pela expressão de genes, produzindo pelo seu metabolismo um

excesso de compostos de cobre com alta atividade antimicrobiana (GIONCO et al.,

2017). Depois o sobrenadante é separado e reduzidos, para passar pelo método de

partição líquido-liquído, que tem como produto extraído a fase diclorometano (FD), com

dlicorometano na razão 2:1 (PISTORE et al., 2018).

A FD posteriormente passa por cromatografia líquida a vácuo (CLV), nessa

etapa são extraídas frações, denominadas de Fs, com variações de números e letras,

de acordo com a sequência de solventes utilizados. A F4A, que é a fração utilizada

esta trabalho, é obtida utilizando diclorometano : acetato de etila [1 : 1]. Já o composto

organometálico (OAC), também usado no trabalho, é obtido com a fração FD

submetida a cromatografia flash (CF), e para o monitoramento das frações obtidas é

realizada a cromatografia de camada delgada (CCD), com diclorometano : acetato de

etila [95 : 05] (PISTORI et al., 2018, como modificação).

Em estudos anteriores foi verificado que frações como F3, F4 e F4A, extraídas

do metabolismo secundário de P. aeruginosa, apresentaram atividade antimicrobiana

contra bactérias como Lactobacillus spp., Klebsiella pneumoniae Carbapenemase

(KPC). Staphylococcus aureus, Pectobacterium carovora, Botrytis cinerea e

Xanthomonas spp. (DE OLIVEIRA et al., 2011; CARDOZO et al., 2013; GÓIS et al.,

2013; KERBAUY et al., 2013; MUNHOZ et al., 2017, SIMIONATO et al., 2017). Os

principais bioativos obtidos estão presentes na fração denominada de F4A, e foram

identificados como organometálica (OAC), que tem um elemento cobre em sua

estrutura e por isso é um composto que tem atividade contra fungos e bactérias. A
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fenazina-1-carboxilica ácida (PCA), fenazina-1-carboxiamida (PCN) e indolin-3-ona

(IND). Ademais, estudo mostraram que a PCN induziu resistência sistêmica em plantas

de tomate (Solanum lycopersicum L.) contra a bactéria Pectobacterium carotovorum

(MUNHOZ et al. 2017).

Os estudos com bactérias do gênero Xanthomonas que foram realizados por

nosso grupo de estudo, apresentaram resultados positivos quanto a atividade

antimicrobiana de frações como F3, F4A e o composto organometálico foram

realizados tanto testes in vitro como o de disco difusão e concentração inibitória

mínima (CIM) quanto in vivo em casa de vegetação (DE OLIVEIRA et al., 2011;

LOPES et al., 2012; VASCONCELLOS et al., 2014; DE OLIVEIRA et al., 2016).

Com X. axonapodis, a fração F3 obteve um halo de inibição de 30,5 mm e CIM

de 100 μg.mL-1, e os testes in vivo apresentação 93,9% de redução de sintomas,

quando comparados ao controle, além disso a microscopia eletrônica de varredura

mostrou que, com a apliacação da fração, a morfologia das bactérias sofreram

alterações e a camada de exopolissacarídeos (EPS) foi danificada (LOPES et al.,

2012). A fração F3 também foi utilizado no estudo contra a X. arboricola pv. pruni (Xap),

os testes in vitro tiveram para a concentração de 1000 μg.mL-1 um halo de inibição de

32.33 mm. A microscopia também demonstrou alterações morfológicas e na EPS, e os

experimentos in vivo demonstraram que quanto maior a concentração de F3 ocorre um

melhor controle da doença (VASCONCELLOS et al., 2014).

A camada EPS é necessária para a vida da bactéria, por permitir que ela

adentre o hospedeiro e multiplica no interior, causando a infecção, sendo assim, esta

associada ao nível de virulência das bactérias. Além disso também tem a função de

protege-las da desidratação que pode sobre no meio em que se encontra. Já foi

relatado (KEMP et al., 2004) que as bactérias que não eram capazes de produzirem

EPS não obtinham sucesso na infecção do hospedeiro, portanto não causavam

sintomas nas plantas. Sendo assim, a deficiência na produção da camada pode ser

considerada o mecanismo de ação da atividade antimicrobiana que as frações

testadas e o composto OAC apresentam (DE OLIVEIRA et al., 2016).

Ademais, com a bactéria X. citri pv. citri cepa 306, estuda por de Oliveira et al.

(2011), a fração F3 se mostrou melhor do que a F4, tanto em ágar difusão,

apresentado um halo de inibição de 10 mm para F4 e 38,5 mm para F3, quanto no CIM,

que obteve 2500 μg.mL-1 para F4, e 19,53 μg.mL-1 para F3. Os resultados na
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microscopia também demonstraram que a F3 teve um efeito significativo nas células,

alterando a morfologia e a camada EPS. Por fim, ocorreu uma diminuição dos

sintomas das plantas tratadas com F3. Por conseguinte tal fração obteve resultados

positivos quanto a ação antimicrobiana e redução dos sintomas na plantas infectadas.

Outro estudo com X. citri subsp. citri cepa 306, demonstrou que as frações F3,

F3d e o composto organometálico purificado (OAC) obtiveram resultados positivos

para a ação antimicrobiana, tanto in vivo quanto in vitro. No teste de ágar difusão as

frações mais purificadas apresentaram maior halo de inibição, sendo 26,5 mm para F3,

42 mm para F3d.3 e 67mm para OAC. A CIM para F3 foi de 19,53 μg.mL-1 e para OAC

foi 0,12 μg.mL-1. A microscopia mostrou que com a fração F3d a morfologia da bactéria

sofreu alteração assim como a camada EPS. Nesse estudo também foi demonstrado

que ocorreu redução dos sintomas em 97% com a fração F3d (DE OLIVEIRA et al.,

2016).

Portanto, de acordo com as propriedades da fração F4A e do composto OAC e

com base nos estudos apresentados, pode ser dizer que é possível que a fração F4A

seja um composto vantajoso para ser usado em vegetais, pois promover o crescimento

nas plantas, induz a resistência sistêmica do vegetal e, proporcionada pelo composto

OAC tem atividade antimicrobiana, além disso foi demonstrado que podem atuar

contra espécies do gênero Xanthomonas que causam bacteriose em plantas.
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Abstract
The agent of the corn bacterial streak is Xanthomonas vasicola pv.

vasculorum (Xvv), that was recently isolated and characterized in Brazil. Despite the

disease has not caused significant damage in Brazil in the United States the

pathogen has reached epidemic levels, consequently indicating the need to search

for efficient methods of control. The aim of this study was to evaluate the ability of

infection of the Xvv in corn plants and the activity of the secondary metabolites

produced by Pseudomonas aeruginosa strain LV to control of X. vasicola pv

vasculorum. The experiments to induce infection of Xvv and infection control were

carried out in a greenhouse. The antibiotic activity of the semi-purified fraction F4A

and a purified organometallic compound, fluopsin C (FC), both produced by the

secondary metabolism of P. aeruginosa strain LV, against Xvv was evaluated. Disc

diffusion test and minimum inhibitory concentration (MIC) determined the activity of

the compounds in vitro conditions. Trials under greenhouse conditions were carried

out using three F4A concentrations: 0.5; 5 and 10 μg mL-1 and three FC

concentrations: 0.12; 1 and 4 μg mL-1 and was performed before (pre-treatment) and

after (post-treatment) inoculation of Xvv. The antimicrobial activity of both

mailto:andradeg@uel.br
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compounds was evaluated to control the bacterial streak in corn. Infected leaf was

collected and the scanning electron microscopy (SEM) was performed for

ultrastructural analysis of the effect of bioactives on Xvv cells and disease control.

The disc diffusion, concentrations of 250 μg and 50 μg of F4A formed inhibition halos

of 63 mm and 64.5 mm respectively, and 50 μg of FC showed halos of 69.5 mm. The

MIC of F4A was 0.25 μg mL-1 and FC 0.06 μg mL-1. The highest antibiotic activity on

the control of lesions formation was observed in pre and post-treatment of F4A 10 μg

and FC 4 μg mL-1, in corn 30F52 hybrid the effect was more effective than in corn

929 V hybrid. In the SEM analysis plants treated with F4A and FC decreased Xvv

population on lesion when compared to the control. The results showed that the F4A

semi-purified fraction and the pure antibiotic could help in the control of Xvv in corn.

Keywords: Xanthomonas vasicola; Zea mays; MEV; natural chemical control;

organometallic compound.

1. Introduction

The Xanthomonas genera comprise Gram-negative bacilli, belonging to the

Gamma division of the phylum Proteobacteria that can cause infections in plants with

great economic importance [1]. Xanthomonas. vasicola pv. vasculorum (Xvv) causes

Bacterial Leaf Streak of Corn (Zea mays L.), infecting through natural openings

(stomata and hydathodes) or by wounds and multiplying in the intercellular space of

xylem [2]. The Xvv was first reported in South Africa in 1949 [3], but was only

identified as a causal agent of streak of corn in 2016.

The disease has been reported in South Africa [4], United States [5 - 6] and

Northeast Argentina [7], and was responsible for economic losses in many states in

US between 2016 and 2018 [8 - 9]. In Brazil, the Bacterial Leaf Streak of Corn was

described in northern and west Paraná [10 - 11]. The symptoms begin with water-

soaked lesions on the leaves that expand along the veins producing irregular long

necrotic streaks, and dark yellow to brown colored lesions and it is believed that the
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major impact caused by the infection is the loss of photosynthetic tissue that the

disease generates [12].

The methods to control disease are based on the use of agrochemicals, an

alternative harmful to the environment and human health [13 - 14], and on the

planting of resistant varieties [15 - 16]. One alternative to the currently agrochemicals

control should be used molecules extracted from the secondary metabolism of

microorganisms. Bioactive compounds isolated from the secondary metabolism of an

environmental isolate of Pseudomonas aeruginosa, LV strain, have been

demonstrated antimicrobial activity against several phytopathogens, including

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, X. arboricola pv. pruni and X. citri

subsp. citri [17 - 20]. The semi-purified active fraction partitioned from the crude

extract of the LV strain, named F4A, has in its composition four main components:

indolin-3-one (IND), phenazine-1-carboxylic acid (PCA), phenazine-1-carboxamide

(PCN) and an organocopper antibiotic compound, Fluopsin C (FC) [19, 17]. The

objective of this work was to evaluate the effect of a semi-purified fraction F4A (IND,

PCA, PCN and FC) and the purified FC, produced by P. aeruginosa LV strain to

control Bacterial Leaf Streak of Corn.

2. Materials and Methods
2.1 Microorganisms

The X. vasicola pv. vasculorum (Xvv) was isolated from corn leaves containing

lesions similar to bacterial streaks, collected in Palotina city – PR, Brazil. The

identification was determined by a genetic analysis performed at the Citrus Culture

Institute Sylvio Moreira and the Koch's postulate was carried out in our Laboratory in

greenhouse conditions as follow [7]. The Xvv strain was inoculated corn of two

varieties 30F53 and Balu 929 V, using a hypodermic syringe, applying 1 mL of a cell

suspension of 108 UFC mL-1 to the stem portion of the plant located at 5 cm from soil.

After 14 days of inoculation, striated marks were formed in a longitudinal way on

leaves. The Xvv was re-isolated from the lesions formed in leaves, that is confirming

the pathogen.

The antagonist bacteria P. aeruginosa LV strain (GenBank accession number

CP058323 [BioProject PRJNA450135, BioSample SAMN08930812]) was isolated
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from an old citrus canker lesion on orange leaves (Citrus sinensis cv. Valencia) in

Astorga - PR, Brazil [21 - 22].

All bacteria were maintained in glycerol at 40% at -20 °C and in liquid nitrogen

and deposited in the microbial culture collection of the Microbial Ecology Laboratory,

Londrina State University, Brazil.

2.2 Production and purification of the F4A and OAC fraction

P. aeruginosa LV strain was cultivated for 10 days at 28 ºC in a constant

aeration method in nutrient broth medium (2 g L-1 of peptone and 1.2 g L-1 of meat

extract) with the addition of 5 mg L-1 CuCl2. After that the supernatant was

centrifuged (9,000 rpm for 15 min, -4 ºC) the pellet was discarded and the liquid

phase was concentrated at a forced aeration oven, at 60 ºC, reducing 90% of the

initial volume.

The supernatant was submitted to liquid-liquid partition with dichloromethane

2:1 three times, and was concentrated at 45 ºC in a rotary evaporator (Büchi R-215,

Switzerland) and called dichloromethane phase (DP). After, the DP was purified by

vacuum liquid chromatography (VLC) in a glass column (20 mm in diameter, 350 mm

in height) packed with silica gel 60 (0.063 - 0.200 mm, Merck). As a mobile phase,

organic solvents with a crescent polarity according to Navarro et al [23]. The F4A

fraction was obtained using as mobile phase dichloromethane: ethyl acetate (1:1 v/v)

In order to obtain the purified FC compound, DP was fractioned by flash

chromatography using a glass column (10 mm diameter x 350 mm high) coupled to

a medium pressure pump (50 kPa). Silica gel 60 (0.04 – 0.063 mm, Macherey-Nagel)

was used as stationary phase and the organic solvents with increasing polarity were

used as mobile phase (Navarro et al. 2019). Followed to checked the fractions

obtained in the extraction and the purification processes, a thin layer chromatography

(TLC) in silica gel plates (Merck 60 F254) with as a mobile phase: dichloromethane:

ethyl acetate (95:05, v:v) was carried. The spots were visualized in ultraviolet (UV)

light at 254 nm and 366 nm.

2.3 In vitro antimicrobial evaluation

To evaluate the antimicrobial activity of F4A and FC against Xvv, the agar

diffusion disc technique was performed. Nine Petri dishes were prepared containing
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20 mL of nutrient agar (AN) plus yeast extract (EL), were inoculated 108 CFU / mL of

Xvv,. The paper discs were prepared with 250 and 50 μg of F4A and 50 μg of FC per

disc, using three replicates per concentration, and were left on culture media surface

after cell suspension inoculation. The plates were incubated at 28 ºC / 48 h and the

evaluation was performed by measuring the inhibition halos (mm).

The minimum inhibitory concentration (MIC) was determined using a broth

microdilution method according to the modified methodology recommended by the

Clinical and Laboratory Standards Institute [24] using cultures plates with 96 wells.

The concentrations used for MIC tests were from 16 μg mL-1 to 0.03 μg mL-1 for F4A

fraction and from 8 μg mL-1 to 0.015 μg mL-1 for FC. The plates were incubated at

28 ° C / 48 h. The MIC was determined when there was 100% inhibition of bacterial

growth when compared to the control without adding the substance. The MICs

obtained were used to determine the concentrations that were applied in the

greenhouse experiments.

2.4 Evaluation of antimicrobial activity in vivo

All experiments were done in greenhouse conditions 14 h/10 day/night at

28 °C. The corn seeds were sowed in pots 2 L carrying a mixture of soil and sand [3:

1] fertilized with 2 g of NPK 10-10-10. To correct the acidity, 3 g of dolomitic

limestone was used per pot. Two experiments with an entirely randomized design

were performed, on the first, to standardized the experimental infection of Xvv in corn

leaf, and on the second, the evaluation of the antimicrobial activity of F4A and FC to

control bacterial streak in leaf.

2.4.1 Standardization of the experimental infection of X. vasicola pv. vasculorum

In order to analyze the best method for infection caused by Xvv in corn plants,

seeds of 30F53 hybrid (Pioneer Corteva) and 929-V hybrid (Balu) plants of each

hybrid were grown in greenhouse conditions, at 21 days after germination (DAG)

each plant was kept in the dark humid chamber for 24 h before and after inoculation

(totaling 48 h). After 24h, plants were infected with the bacterium Xvv, the treatments

consisted of ten plants of both hybrids, 5 mL of bacterial suspension was sprayed per

plant in saline solution containing 108 CFU mL-1 of Xvv. In addition, in the other ten of

each hybrid, 1 mL of saline containing 108 CFU mL-1 was injected into the plant stem.
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During eight days, was observed the presence and absence of the symptoms. A

scale of the symptom degree was created, ranging from 0 to 25, where 0 was a plant

with no infection and 25 a plant completely infected. All data were analyzed by

ANOVA, Tukey test p < 0.05.

2.4.2 Evaluation of the antibiotic activity of F4A fraction and FC on X. vasicola pv.

vasculorum in corn plants

In the first experiment, was evaluated the effect of the application of F4A and

FC on infection caused by Xvv in corn plants, one seed of 30F53 hybrid (Pioneer

Corteva) was sowed in 2 L pots containing the same mixture described above. Plants

were infected with Xvv suspension in saline sterile containing 108 CFU mL-1 at 22

DAG with a hypodermic needle in the stem of plants.

Based on the MIC the concentrations used were F4A 0.5, 5.0 and 10 μg mL-1;

and FC, 0.12, 1.0, and 4 µg mL-1 and was considered as a control DMSO plus

mineral oil 0.25 mL/L-1 (which were used as a diluent of the compounds), and the

non-treated and non-inoculated plant was also considered a negative control, with

five replicates per treatment. The application was carried out at 21 DAG (preventive)

or 23 DAG (curative) of each treatment, containing 5 mL per plant using a manual

spray.

After eight days of inoculation when was observed the lesions caused by Xvv,

samples of leaf were collected. The injured leaf tissue was cut into squares of

approximately 0.5 cm, passed in alcohol 70 GL per one minute, washed three times

with destined sterile water and dried. The 0.5 g of sample was placed in a tube with

4.5 mL of sterile saline and kneaded with a pistil, and a ten-fold serial dilution was

performed and inoculated into Petri dishes containing AN+EL. Symptom

development was monitored daily for 21 days, and the data were analyzed by

ANOVA and Tukey's test p < 0.05.

In the second experiment, was evaluated the effect of the application of F4A

and FC when the pathogen was inoculated by spraying, the experiment was

conducted under the same conditions as described above. The inoculation was

carried out at 22 DAG by spraying 5 mL of bacterial suspension in sterile saline

containing 108 CFU mL-1 of Xvv per plant on corn plant of two varieties 30F53

(Pioneer Corteva) and 929-V (Balu), to assess whether pathogen protection with the
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application of compounds that is possible with the variation of the hybrid. To maintain

humidity and stoma opening, plants were placed in a humid chamber for 24 h before

and after inoculation (totaling 48 h). The treatments and evaluations were carried as

described above in the first experiment.

2.5 Evaluation by Scanning Electron Microscopy

To perform the Scanning Electron Microscopy (SEM) analysis was carried out

with samples of leaves. Six pots were planted with Balu-929 V hybrid because this

variety showed more susceptible to Xvv infection. After 22 DAG plants were infected

by spraying with Xvv and after eight days of infection, three plants for each treatment

with lesions were sprayed with 10 mL of F4A (10 µg mL-1) and 4 mL of FC (4 µg mL-

1). After 24 hours of application, samples of the injured leaf tissue were collected and

placed in Eppendorff tubes with 2.5% glutaraldehyde and 2% paraformaldehyde in

0.1M sodium cacodylate buffer (pH 7.2), overnight at 4 °C. Subsequently, they were

washed with 0.1 M sodium cacodylate buffer (pH 7.2) and post-fixed in a 1% osmium

tetroxide solution in sodium cacodylate buffer for 1 hour in the dark. Samples were

dehydrated in ethanol series (70, 80, 90, and 100%), and subsequently, critical point

dried with CO2 (BALTEC CPD 030 Critical Point Dryer). Samples were fractured, to

observe the inside of the leaf, then they were coated with gold (BALTEC SDC 050

Sputter Coater) and observed in a FEI Quanta 200 SEM operating at 30kV.

3. Results
3.1 In vitro antibiotic evaluation by disk diffusion test

The halos formed for 250 mg and 50 mg of F4A were 63 mm and 64.5 mm,

respectively, and the FC the inhibition halo was 69.5 mm for the concentration 50 μg.

In addition, Xvv showed a MIC of 0.25 μg mL-1 for F4A and 0.06 μg mL-1 for

FC. Based on these results, the concentrations tested in the in vivo experiment were

determined.

3.2 Evaluation of antimicrobial activity in vivo

3.2.1 Standardization of the experimental infection of X. vasicola pv. vasculorum
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The symptoms of anasarca chlorotic streaks on the leaf blade and

discoloration around the inoculation point was observed after the eighth day of

infection. The most effective method to produce the infection on corn plants in the

30F43 hybrid (Pioneer Corteva) was the injection of the bacterial suspension in the

meristem, since, through the spraying method, that was not observed plant with leaf

lesions by Xvv. For the 929-V (Balu) corn hybrid, the spraying method was more

effective, obtaining 100% infection in plants.

3.2.2 Evaluation of the antibiotic activity of F4A fraction and FC against X. vasicola

pv. vasculorum in corn plants

For the performance of the statistical analysis of the experiments executed

greenhouse, two variables were analyzed: the presence of infection and the degree

of infection. The results were expressed in relation to the control non-treated and

infected named positive control.

The F4A fraction and FC showed antibiotic activity against Xcc in the two

hybrids tested, 30F43 and 929-V, in both hybrids were not observed 100% of the

disease control. Corn 30F43 treated with F4A in a pre-treatment only F4A 10 showed

significative difference with high antibiotic activity when compared with positive

control. In the post-treatment F4A 5 and 10 µg mL-1 were effective to control infection

but the effect was lower than was observed in the pre-treatment. The FC was more

effective in the pre-treatment where all concentrations were effective and in the post-

treatment only FC 4 reduced infection (Table 1). The disease severity decreased in

plants treated with F4A in the pre-treatment and post-treatment in all concentrations

treated, but the severity showed high decrease when plants were treated with F4A 5

and 10 µg mL-1 in the post-treatment (Table 1).

F4A and FC were less effective to control bacterial infection in 929 V hybrid in

pre and post-treatment. The severity also decreases when plants were treated with

F4A but only F4A 10 in pre and post-treatments. The same effect was observed in

plants treated with FC where the severity decreased only in FC 1 in the pre-treatment

0.12 and 4.0 in the post-treatment (Table 2)

Comparing the effect on reduction symptom and severity, the F4A fraction

showed 31.4% and FC 33% and the severity was reduced 26% with F4A and 23%

with FC (Figure 1).
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Fig. 1 Level of infection and severity reduction of plant infected with X. vasicola pv.

vasculorum and treated with F4A, FC and DMSO + Oil after 32 days of germination.

The small letters corresponding the significative differences among symptom

reduction and capital letters for infection reduction of ANOVA and Tukey test (p <

0.05).

3.3 Evaluation by Scanning Electron Microscopy (SEM)

By SEM was observed a large number of Xvv cells on the leaf surface as well

as in leaf inside tissues (Figures 2A and B). Plant treated with F4 (10 µg mL-1) the

bacterial number is very low and the cells present are disrupted (Figures 2C and D).

The same effect was observed in plants treated with FC (4 µg mL-1), in addition, it

was possible to observe a decrease in exopolysaccharides (EPS) by Xvv on the leaf

surface (Figures 2E and F).
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Fig. 2 Scanning electron microscopy of corn Balu-929 V hybrid leaf treated with

antimicrobial F4A fraction and FC against X. vasicola pv. vasculorum after eight days

of infection and 24 h of application. (A and B) non-treated and infected leaf ; (C and

D) Plant treated with 10 mL of F4A (10 µg mL-1) after 8 days of infection and 24 h of

application ; (E and F) Plant treated with 4 mL of FC (4 µg mL-1) after 8 days of
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infection and 24 h of application. Figures A, C and E (3,000 X) and B, D and F

(15,000 X)

4. Discussion
The first report of corn bacterial leaf streak, caused by Xanthomonas vasicola

pv. vasculorum was in 2014 in the United States, and in 2016 was identified in

Argentina and Brazil [5 - 6, 10]. According to Ortiz-Castro [25] Xvv colonizing

nonvascular apoplastic tissues of the plant, but is considering a leaf bacterial

pathogen. Our study is the first report of Xvv infectious methods in corn plants. The

corn varieties showed different levels of Xvv infection and disease severity when

used different methods of infection. Foliar spray of Xvv cells suspension was more

effective in 929V hybrid than 30F53 hybrid. On the other hand, the injection of Xvv

cells suspension in the stalk of corn plants was more effective in the 30F53 hybrid

than 929V which led to higher leaf symptoms in each variety. Probably the difference

observed was related to the pathogen susceptibly showed for hybrids, but further

study needs to be carried.

An alternative to control plant bacteriosis is use compounds produced by

bacteria isolated from soil. Usually, the biocontrol products contain bacteria cells or

spores [26], for eg. Bacillus amyloliquefaciens strain showed high antagonistic

activity against bacteria that cause leaf streak in different cultures [27]. On the other

hand, Oliveira et al. [28] found the effectiveness of the natural compound Gluconacin,

produced by Gluconacetobacter diazotrophicus, to control Xvv that causes leaf

streak in sugarcane.

According to the experiments carried out in vitro and in vivo, the semi-purified

fraction F4A and the compound FC showed antimicrobial activity against Xvv in low

concentrations. Previous studies carried out by our research group have

demonstrated that the compounds extracted from the LV strain have activity in the

control of bacteria of the genus Xanthomonas, such as X. citri pv. citri (causing citrus

canker), X. axonopodis (pathogen of Eucalyptus spp.), X. arboricola pv. pruni (causal

agent of the disease that affects Prunus persica) and X. axonopodis pv. phaseoli [19,

22, 29 - 30].

In experiments carried in a greenhouse, the F4A fraction showed 26%

efficiency in controlling the disease and FC 23%. There was a reduction in symptoms
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by 31.4% of plants for F4A and 33% for FC, similar results have been described in

the control of other diseases caused by the genus Xanthomonas [18 - 19, 22, 29 -

30]. In addition, preventive and curative treatments were equally effective, with no

significant differences between them. This result has also been observed in work with

X. arboricola pv. pruni, using fractions extracted from the LV strain [30].

In electron microscopy analysis was noted that the application of the

compounds caused a decrease in population density and the formation of EPS by the

microorganism, in addition to generating changes in cell morphology. Studies by

Oliveira et al. [19, 22], Lopes et al. [29] and Vasconcellos et al. [30] corroborate the

results presented in this work. The authors demonstrated that the application of

fractions F3 and F3d.3, isolated from the LV strain, were able to modify the

morphology of bacteria of the genus Xanthomonas. EPS is associated with the level

of virulence in Xanthomonas species, because it facilitates infection in the host and

protects the microorganism from dehydration [31 - 33]. Kemp et al. [34] reported that

a mutant strain of X. axonopodis pv. manihotis, with a deficiency in synthesizing EPS,

were unable to multiply and cause the symptoms of bacteriosis in cassava cultures.

Thus, we suggest that the decrease in EPS production is related to the application of

the compounds.

5. Conclusion
The F4A fraction and the FC compound produced by P. aeruginosa LV strain

showed activity in vitro and in vivo against the pathogen-causing streak of the corn

leaf, Xvv. The reduction of symptoms in plants treated did not affect plant growth and

protected against Xvv. The F4A fraction and the FC should be used as an alternative

to control Xvv.
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TABELAS

Table 1. The average of infection and severity levels of corn 30F52 hybrid caused by
Xanthomonas vasculorum, on 21 days for pre-treatment and 23 days for post-

treatment after germination. The infection level measure using scale ranging from 0

(non-lesion) to 1 (with lesion). The severity level of disease ranging from 0 (non-

lesion) to 25 (plant extremely damaged by lesion). The asterisk showed significative

difference (p < 0.05) when compared with non-treated and infected plant the

according to ANOVA and Tukey test. Control 1 (non-infected and non-treated) ;

Control 2 (infected and non-treated). Dose (µg mL-1).

Treatments Infection Severity

Control 1 0* 0*

Control 2 1 25

DMSO+oil pre 1 24

DMSO+oil post 0.93 25

F4A 0.5 pre 0.6 13*

F4A 5.0 pre 0.8 14*

F4A 10.0 pre 0.2* 16*

F4A 0.5 post 0.73 18*

F4A 5.0 post 0.46* 8*

F4A 10.0 post 0.46* 8*

FC 0.12 pre 0.6* 14*

FC 1.0 pre 0.6* 12*

FC 4.0 pre 0.6* 15

FC 0.12 post 0.66 15*

FC 1.0 post 0.8 21

FC 4.0 post 0.53* 10*
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Table 2. The average of infection and severity levels on corn of corn 929 V hybrid

caused by Xanthomonas vasculorum, on 21 days for pre-treatment and 23 days for

post-treatment after germination. The infection level measure using scale ranging

from 0 (non-lesion) to 1 (with lesion). The severity level of disease ranging from 0

(non-lesion) to 25 (plant extremely damaged by lesion). The asterisk showed

significative difference (p < 0.05) when compared with non-treated and infected plant

the according to ANOVA and Tukey test. Control 1 (non-infected and non-treated) ;

Control 2 (infected and non-treated). Dose (µg mL-1).

Treatments Infection Severity

Control 1 0* 0*

Control 2 1 25

DMSO+oil pre 1 24

DMSO+oil post 1 19*

F4A 0.5 pre 1 30

F4A 5.0 pre 1 21

F4A 10.0 pre 0.86 18*

F4A 0.5 post 1 24

F4A 5.0 post 1 21

F4A 10.0 post 0.8 15*

FC 0.12 pre 1 20

FC 1.0 pre 1 18*

FC 4.0 pre 1 22

FC 0.12 post 0.73 15*

FC 1.0 post 1 22

FC 4.0 post 0.8 17*
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