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RESUMO

A cultura do milho ¢ muito susceptivel a varias doencas, devido sua exposicao a diferentes
condicdes climaticas, fator que favorece a contaminagao por fungos, responsaveis por grandes
perdas na produtividade. Um dos principais fitopatogenos do milho ¢ o Fusarium
verticillioides, causador da fusariose e produtor de micotoxinas. O potencial de alguns
microrganismos como agentes de controle de patogenos causadores de doengas em culturas, ¢
usado como um mecanismo de biocontrole bastante promissor. As actinobactérias possuem
uma diversidade metabolica que as permite adaptacdo a diferentes meios e capacidade
relevante em produzir diversas substancias ativas de interesse agricola. Assim sendo, o
objetivo do presente trabalho foi isolar e selecionar actinobactérias de solo do cerrado com
atividade antagdnica para o biocontrole de F. verticillioides. A amostra de solo foi processada
e homogeneizada com posterior plaqueamento em meio de cultura solido para isolamento e
caracterizagdo morfoldgica das actinobactérias. Em seguida foi realizado teste de antagonismo
frente a F. verticillioides pelo método de cultura pareada. Os resultados mostraram alta
variabilidade macro e micromorfoldgica entre os 20 isolados obtidos da amostra de solo do
cerrado, demonstrando que os microrganismos isolados sejam pertencentes ao género
Streptomyces. A técnica de pareamento demonstrou que 65,0% dos isolados pareados com F.
verticillioides apresentaram atividade antagonista. Os maiores indices de inibicdo foram
apresentados pelos isolados ACT 8, ACT 10 e ACT 17. A identificacdo de actinobactérias
com atividade antagonica contra F. verticillioides viabiliza o uso destes microrganismos como
estratégia de biocontrole da fusariose no Brasil.
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ABSTRACT

The maize crop is very susceptible to several diseases, due to its exposure to different climatic
conditions, a factor that favors contamination by fungi, responsible for great losses in
productivity. One of the main phytopathogens of maize is Fusarium verticillioides, which
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causes fusariosis and produces mycotoxins. The potential of some microorganisms as agents
of disease-causing pathogens in maize is used as a very promising biocontrol mechanism.
Actinobacteria have a metabolic diversity that allows them to adapt to different medium and
relevant capacity to produce different active substances of agricultural interest. Therefore, the
objective of the present study was to isolate and select actinobacteria from the cerrado soil
with antagonistic activity for the biocontrol of F. verticillioides. The soil sample was
processed and homogenized with subsequent plating in a solid culture medium for isolation
and morphological characterization of actinobacteria. Then, an antagonism test against F.
verticillioides was performed using the paired culture method. The results showed high macro
and micromorphological variability among the 20 isolates obtained from the cerrado soil
sample, demonstrating that the isolated microorganisms belong to the genus Streptomyces.
The pairing technique demonstrated that 65.0% of the isolates paired with F. verticillioides
showed antagonistic activity. The highest inhibition rates were shown by the ACT 8, ACT 10
and ACT 17 isolates. The identification of actinobacteria with antagonistic activity against F.
verticillioides enables the use of these microorganisms as a biocontrol strategy for fusariosis
in Brazil.

Keywords: Actinomycetes. Biological control. Antagonism.

1 INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) ¢ um dos cereais mais cultivados entre as principais culturas,
destacando-se pela utilizagdo na alimentacdo humana e animal, e mais recente utilizado
também como matéria-prima para producao de biocombustiveis. Produzido em praticamente
quase todas as regides do Brasil, o milho ¢ uma cultura muito susceptivel a varias doengas,
devido sua exposicao a diferentes condi¢des climéaticas, fator que favorece a contaminagao
por fungos, responsaveis por grandes perdas na produtividade além de danos econdmicos e

ecologicos (MAGALHAES et al., 2016).

Um dos principais fitopatogenos do milho ¢ o fungo Fusarium verticillioides que tem
como habitat natural o solo das diversas regides geograficas do mundo, onde as condigdes
como temperatura amena e climas tropicais, favorecem sua disseminacao (ANGELOTTI et
al.,2017). A problematica fitossanitaria desse fungo a cultura do milho, leva a contaminagao
dos alimentos, a indisponibilidade de nutrientes, riscos a saide humana e animal, através,

principalmente, da producdo de micotoxinas (SCAGLIONI & FURLONG, 2020).



O tratamento mais recomendado para o controle desse fitopatdogeno na cultura do
milho ¢ o quimico por meio do uso de agroquimicos. No entanto, este método demanda
elevados custos, além de causarem danos a saude dos seres vivos e ao ambiente pelo uso
intensivo e indiscriminado, a eliminacao de microrganismos benéficos e, contribui para a
resisténcia dos patdogenos. Dessa maneira, a busca de alternativas baseadas no controle
biologico assume grande importancia economica e ecoldgica. As actinobactérias sdo fontes de
metabolitos secundarios, entre os quais se destacam inimeras moléculas bioativas, tais como

os antibidticos e antifungicos com a¢ao comprovada (BEHIE et al. 2017).

Neste contexto, o presente trabalho se justifica, uma vez que a bioprospeccdao de
actinobactérias com atividade antagonista frente a Fusarium verticillioides pode contribuir
para o biocontrole da fusariose na cultura do milho, tornando-se relevante para o tratamento
de doengas que prejudicam a producao agricola deste cereal e contribuindo na reducao de

custos, na seguranca alimentar e na diminui¢do dos impactos negativos ao meio ambiente.

De acordo com o cenario aqui apresentado, o trabalho apresenta a seguinte questao:
Actinobactérias isoladas do solo do cerrado possuem atividade antagdnica para potencial uso
no biocontrole de Fusarium verticillioides? Diante do problema indicado, este trabalho
objetivou isolar e selecionar actinobactérias de solo do cerrado com atividade antagdnica para
o biocontrole de F. verticillioides. Para alcangar o objetivo fez-se o isolamento, a
caracterizagdo morfoldgica e avaliagdo in vitro dos isolados de actinobactérias quanto ao
potencial antagonista para biocontrole do fitopatdégeno da cultura do milho, F. vesticillioides.
Para tal interesse, prop0s a utilizagdo de uma metodologia descritiva, com carater qualitativo e

semiquantitativo, e carater transversal.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CULTURA DO MILHO

Pertencente a familia Poaceae, o milho (Zea mays L.) ¢ uma espécie de planta de

cultivo anual, que ja foi bem domesticada, e seus graos sdos os mais cultivados e consumidos
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no mundo com diversas utilizagdes como na alimentacdo animal, alimentacdo humana,
compostos quimicos e recentemente como matéria prima para producdo de bioetanol
(WHEALS et al., 1999; BORGES et al., 2014; MILANEZ et al., 2014; ABIMILHO, 2019;
GARCIA-LARA et al., 2019).

Atualmente, a cultura do milho ultrapassa a marca de 1 bilhdo de toneladas.
Participando ativamente do comércio com produgdo em nivel global, o milho também se
tornou um importante produto para o mercado brasileiro, que produziu, inclusive, na safra de
2016/17 97,8 milhdes de toneladas do grao, saindo entdo de uma curva nos ultimos 40 anos
onde em 1976/77 produzira 20 milhdes, e produzindo 80 milhdes de toneladas em 2017/18
(CONAB, 2018). O Brasil se encontra no TOP 4 da lista de paises que mais comercializam o
grao, qual ¢ dividida com Estados Unidos, Argentina e Ucrania. Somente esse grupo
apresentou em 2018 cerca de 86,2% do comércio mundial (USDA, 2018).

No entanto, o cultivo do milho enfrenta diversos fatores que interferem e levam a
rendimentos negativos em sua produtividade, como diferentes condi¢des edafoclimaticas, que
podem propiciar o desenvolvimento de doencas (BRITO et al., 2008; POZAR et al., 2009;
MAGALHAES et al., 2016). Um dos principais fatores observaveis, segundo Lajus e
colaboradores (2020), ¢ que o milho apresenta alta vulnerabilidade quanto & producao,
decorrente de uma cultura com baixa populagdo de plantas, associado a monocultura.

Praticas incorretas de irrigacdo nos campos agricolas, expansdo da area cultivada,
plantio de hibridos e variedades suscetiveis em regides de epidemias, que criam um ambiente
propicio aos patogenos para se desenvolverem também favorecem a ocorréncia de doengas na
cultura do milho (PINTO et al., 1997, MANERBA et al., 2013; NETO et al., 2019). Dentre as
diversas doencas do milho que causam prejuizos expressivos e ocorrem em todas as regioes

produtoras no Brasil, encontra-se a fusariose, causada pelo fungo Fusarium verticillioides.

2.2 FUSARIOSE

O fungo Fusarium verticillioides ((Saccardo) Nirenberg), também conhecido por
Fusarium moniliforme Sheldon, espécie fitopatogénica e saprofita do solo, compdem o
complexo Gibberella fujikuroi, que frequentemente estao associados a doengas que acometem
o milho em todas as fases de desenvolvimento causando podridao das raizes, caules e espigas
(PINTO, 1998; PAMPHILE et al., 2004; SARTORI et al., 2004; GOMES et al., 2013;
RAMOS et al, 2014; WALKER et al., 2016).



A fusariose causada por Fusarium spp, uma das principais doencas que afetam o
milho, ocasiona infecgdes nos colmos e espigas de milho, facilmente observaveis pela
apresentacao da coloragdo rosa-salmao das partes afetadas pela colonizagdo e crescimento do
micélio do fungo (LIMA et al., 2000; FILHO, 2012; FINGSTAG et al., 2016;). Geralmente, a
fusariose ocorre devido o contato do microrganismo com lesdes causadas por insetos ou
passaros em partes da planta ou por processo de infeccdo de forma direta nas raizes e colmos

(PRESTES et al., 2019).

O F. verticillioides produz micotoxinas como metabolito secundario que, contamina os
graos e os subprodutos do milho. As fumonisinas sdo oriundas dessas micotoxinas, quais sao
relatadas na literatura como causadoras de efeitos toxicos em humanos e animais, do tipo,
sindrome do edema pulmonar em humanos, sindrome da leucoencefalomalacia equina,
diarreia em suinos, intoxicacdo e morte de aves, que se alimentam de graos contaminados
(GOULART & FIALHO, 1999; MACHADO et al., 2001; BLACUTT et al., 2018; REYES-
VELAZQUEZ et al., 2018; FILHO et al., 2018; DADALT et al., 2020).

A disseminacdo do inoculo desse fungo se da através de sementes infectadas, restos
culturais, pelo ar, respingos de dgua e ainda pela penetracdo do esporo nos estigmas da planta,
pois os fungos tém uma grande capacidade de resistir a variacdes de condigdes, o que facilita
sua dispersio (FIGUEIRA et al., 2003; FILHO, 2012; JOAO AMERICO et al., 2018;
TUPAKI-SREEPURNA et al., 2018). Condi¢des favoraveis como alta umidade relativa e
temperaturas em torno de 27°C propiciam o crescimento micelial, germinagdo e
desenvolvimento de conidios (REIS ef al., 2004; PINTO et al., 2006; FREDDO et al., 2016;
GOULART, 2018). Uma das dificuldades encontradas para fazer o controle dessa doenca, sdo
os mecanismos de resisténcia do patdogeno, que permanece no solo por longos periodos. E o
biocontrole tem se tornado um método vidvel para reduzir o uso de produtos quimicos e

toxicos (SANTOS et al., 2017).

2.3 BIOCONTROLE

O biocontrole tem como defini¢do classica o controle de um micro-organismo através
de outro micro-organismo (BAKER & COOK, 1974; BETTIOL, 1991; LANDERS & DE
OLIVEIRA, 2018). Ja Michereff (2001), define controle bioldgico ou biocontrole, como a



acdo de um ou mais organismos atuando na diminui¢do da concentracdo de inoculo ou, nos
efeitos que causam doengas. Deste modo, os componentes do biocontrole sdo a planta
hospedeira, o patdogeno e seus antagonistas, todos interagindo num sistema bioldgico sob a

influéncia do ambiente (ROCHA et al., 2017).

O método mais difundido entre os produtores agricolas ¢ o controle quimico, realizado
no tratamento de sementes e inseticidas que sdo pulverizados na lavoura (GARAVAZI et al.,
2020). No entanto, para uma agricultura sustentavel ha a necessidade da utilizagao de métodos
menos nocivos ao meio ambiente, nisso o controle bioldgico tem se destacado e mostrado
expressivo crescimento e busca por alternativas naturais que minimizem os efeitos negativos

das doencas (DOS SANTOS et al., 2020).

Nos ultimos anos, estudos vém demonstrando o potencial de alguns microrganismos
como agentes inibitorios de patogenos causadores de doencas em culturas, podendo ser
citados a bactéria Bacillus subtilis sobre o patogeno Fusarium subglutinans (JUNIOR et al.,
2017), espécies de fungos como Trichoderma spp. no controle de Sclerotinia sclerotiorum
(HADDAD et al., 2017) e espécies de actinobactérias na inibicdo de Meloidogyne incognita
que prejudica a cultura do algodao (TAVARES et al., 2019).

Deste modo, algumas espécies de actinobactérias t€ém se destacado pela elevada
capacidade em produzir importantes substidncias capazes de controlar micro-organismos
fitopatogénicos (SIQUEIRA, 1988), demonstrando o seu grande potencial antagdnico. Na
agricultura, as actinobactérias do género Streptomyces, tem controlado em nivel satisfatorio
inimeras doengas (MOURA & ROMEIRO, 1999; COOMBS et al., 2004; SAHILAH et al.,
2010; VAN DER SAND et al., 2014; SHIOMI et al., 2015; DOS SANTOS et al., 2016;
VENTURA et al., 2018).

2.4 ACTINOBACTERIAS

Sdo caracterizadas por serem bactérias Gram-positivas com elevado teor de
guanina/citosina em seu genoma sendo em sua maioria aerdbios (STACH et al., 2003;
NITHYA et al., 2012; TORTORA et al., 2012; VAN DER SAND et al., 2014; DA SILVA
SOARES, 2019). Em sua morfologia, as actinobactérias apresentam estrutura celular peculiar

a dos procariotos, sendo assim diferenciado dos fungos (TORTORA et al., 2012; LI et al.,
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2016; MEDEIROS et al., 2020). De acordo com Barka er al. (2016), as actinobactérias

miceliais se assemelham aos fungos, em sua forma de reproducado, que se da por esporulagao.

As actinobactérias sdo encontradas em varios ambientes naturais, como em poeira, em
produtos alimenticios, nas fontes fluviais e maritimas, bem como na atmosfera e ainda nos
antropogénicos, que sdo ambientes oriundos da acdo do homem, como residuos sélidos
municipais, esgoto e efluentes das industrias (MCCARTHY & WILLIAMS, 1992; BENIZRI
et al., 2001; SILVA et al, 2003; FILHO et al., 2009; GURUNG et al., 2009;
OGUNMWONYT et al., 2010, BIZUYE et al., 2013; VAN DER SAND et al., 2014; DE
PAULA BRITO et al., 2016). Em sua maioria, sio comumente encontradas no solo, em
especial, em climas desérticos. Onde, normalmente a maioria das espécies apresentam
grandes dificuldades para sobreviverem e prosperarem, esses microrganismos, no entanto,

apresentam grande adaptabilidade (DOS SANTOS et al., 2019).

Um dos fatores que colaboram a adaptabilidade das actinobactérias ¢ a diversidade
metabolica que possuem (KENNEDY, 1999; RAMOS et al., 2018), podendo ser autotroficos,
heterotréficos, quimiotroficos e fototroficos. Outra caracteristica consideravel a adaptacao
dessas, se da pelo seu potencial em sintetizar enzimas hidroliticas extracelulares, quais sdo de
muita relevancia na manutencao do ecossistema atuante (DA SILVA ALVES et al., 2016). De
acordo com Behie et al. (2017), as actinobactérias sdo responsaveis por 70% da produ¢do de
antibidticos e, também por produzirem antimicinas, candicidina, dentigerumicina e variantes
de nistatina, conjunto de antifugicos, que sdo conhecidos como produtos naturais (NP) ou

metabolitos secundarios.

Dentre as actinobactérias o género Streptomyces ¢ o maior, e sabe-se, que a maioria
das moléculas comercialmente usadas pela industria farmacéutica sdo sintetizadas por
organismos pertencentes a este grupo (MAHESHWARI et al., 2010; LAW et al., 2017), além
da relevancia na agricultura por meio de seu potencial de controle bioldgico contra
fitopatdgenos, com melhoria na manutencdo do ambiente, na reciclagem de nutrientes e

residuos organicos (GOMES et al., 2019).

Actinobactérias tém demonstrado elevado potencial para biocontrole de doengas de
plantas (SAHILAH et al., 2010; DA SILVA SOUSA et al., 2020). Dentre os estudos
realizados, destacam-se o controle da murcha bacteriana causada pela bactéria Ralstonia

solanacearum (Smith 1896) em plantas de tomate (DA SILVA CARVALHO et al., 2020),
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podridao em frutos de videira pelo fungo Botrytis cinerea (OLIVEIRA, 2004), podridao de
raiz e coroa em trigo (COOMBS et al., 2004; VAN DER SAND, 2014), mancha foliar em
milho causada pelo fungo Exserohilum turcicum (SHIOMI et al., 2015), na supressao do
patogeno Phytophtora capsici, que ¢ causador de podriddo e tombamento de algumas
hortalicas (MATTEI et al., 2017) e no combate ao mofo branco que ¢ causado pelo fungo
Sclerotinia sclerotiorum (ROCHA et al., 2017).

3 METODOLOGIA

O presente trabalho se trata de uma pesquisa experimental que buscou isolar e
caracterizar actinobactérias de amostras do solo do cerrado e avaliar o seu potencial
antagbnico frente a Fusarium verticillioides. Adotou os métodos de pesquisa descritivos,
qualitativos e semiquantitativos, com carater transversal. Esses experimentos foram
desenvolvidos no Laboratorio de Micologia da Universidade Federal de Minas Gerais, no

municipio de Belo Horizonte, MG.

3.1 ISOLAMENTO

Um total de 10 g de amostras de solo do cerrado, da regido de Sete Lagoas/Minas
Gerais, foram peneirados e, em seguida, homogeneizados por 30 minutos em 45 mL de
solugdo salina 0,85%. Apds homogeneizacao, uma aliquota de 1 mL foi pipetada e procedeu-
se as dilui¢des seriadas (107 a 10-) para isolar as actinobactérias. O volume de 100 pL de
cada dilui¢io foi plaqueado em meio de cultura Agar Glicerol-Asparagina — AGA [1 g/L de L-
asparagina, 10 g/L de glicerol, 1 g/L de KH>POs, 15 g/L de agar e 1 mL/L de solugdo de
micronutrientes (0,1 g de FeS0O4.7H20, 0,1 g de MnCl,.4H>0, 0,1 g de ZnSO4.7H>0, qsp 100
mL de 4gua deionizada)] suplementado com 0,03 g/L de antibiotico ciclohexamida, seguido
de incubagdo a temperatura de 28°C por um periodo de 14 dias (SHIRLING et al., 1966).

Todo o procedimento de metodologia para o plaqueamento, foi realizado em triplicata.



3.2 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DOS ISOLADOS DE ACTINOBACTERIA

3.2.1 Macromorfologia

Para analise macromorfolégica, 20 isolados de actinobactéria foram submetidos ao
exame macroscopico de acordo com Shirling & Gottlieb (1966). Os isolados foram cultivados
em meio AGA a 28°C por 14 dias, em placas de Petri. A coloragdo dos micélios vegetativo
(reverso da placa) e aéreo, além da presenca de pigmentos soluveis (anverso da placa) foram

avaliados em todos os isolados pré-selecionados.
3.2.2 Micromorfologia

Foi realizada a técnica de microcultivo (HOLT et al., 1989) em cada um dos 20
isolados de actinobactérias. O microcultivo foi montado em placa de Petri de vidro contendo
no seu interior uma lamina de microscopio e ao seu lado um chumago de algoddo. Cada
conjunto foi embalado e esterilizado em autoclave por 30 min a 121°C. Um cubo de
aproximadamente 1 cm® de meio de cultura AGA foi cortado e colocado sobre a lamina
contida no interior da placa. O isolado foi inoculado com o auxilio de al¢a de platina em todos
os lados do cubo, posteriormente coberto por uma laminula esterilizada. O algodao no interior
foi umedecido com agua ultrapura esterilizada e a placa incubada em estufa por 14 dias a 28
°C. Apo6s o periodo de incubagdo, a laminula foi retirada e colocada sobre outra lamina
microscopica estéril contendo uma gota de lactofenol de Amann (4cido latico, fenol
cristalizado, glicerol e 4gua na proporgdo de 1:1:1:1), sendo as bordas vedadas com esmalte
incolor. Ap6s o preparo, as laminas foram avaliadas quanto a presenc¢a de cadeia de esporos e

morfologia no microscopio optico Leica DFC 490 (Leica, Alemanha) em aumento de 1000X.

3.3 TESTE DE ANTAGONISMO in vitro DE ISOLADOS DE ACTINOBACTERIA COM
POTENCIAL PARA BIOCONTROLE DE Fusarium verticillioides

Para os ensaios de antagonismo in vitro foi empregado o método de cultura pareada
conforme descrito por Dennis e Webster (1971). Em placas de Petri contendo meio BDA,

cada actinobactéria foi pareada com os isolados de F.verticillioides. Em camara de fluxo
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laminar, discos de 0,5 cm de didmetro contendo meio de micélio de F. verticillioides foi
retirado e colocado a 1 cm da borda da placa de Petri. Na outra extremidade foi colocado os
isolados de actinobactérias, por meio da técnica de semeadura de estrias multiplas, que
consiste em espalhar o material com o auxilio de uma alca bacteriologica de platina, formando
assim o pareamento das colonias. Como testemunha, foi usado placas contendo na
extremidade apenas um disco com meio e micélio de F. verticillioides. Logo em seguida as
placas foram incubadas a 28 °C. O potencial de antagonismo dos isolados de actinobactérias
foi avaliado através da medicdo do crescimento micelial do fungo F. verticillioides, até a

testemunha cobrir toda a superficie do meio.

O antagonismo dos isolados foi avaliado por meio da medi¢ao do didmetro ortogonal
das coldnias com auxilio de um paquimetro em dois eixos ortogonais (média das duas
medidas diametricamente opostas), no 5° dia apos inoculacdo. Para o calculo da zona de
inibicao do crescimento micelial foi aplicada a férmula proposta por Menten et al. (1976), na

qual:

(crtest — crtrat)

% inibicao = p—— x 100

onde: crtest = crescimento radial da testemunha e crtrat = crescimento radial do

tratamento.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Os ensaios de controle biologico das actinobactérias foram dispostos conforme o
delineamento inteiramente casualizado (DIC) com trés repeticdes por amostra. Os resultados
obtidos foram analisados individualmente, quando ocorreram diferencas significativas pelo
teste F (p < 0,05), os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas
pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade, utilizando o software SISVAR® 5.3
(FERREIRA et al., 2010).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DE ACTINOBACTERIAS

ApoOs o isolamento dos microrganismos procedeu-se com andlise macroscopica onde

foram observadas a produciao de micélio aéreo e vegetativo além do padrdo de coloragdo das

coldnias, sendo desta forma, selecionados 20 morfotipos caracterizados como actinobactéria.

(Tabela 1). Dornelas et al. (2017), também utilizaram estas caracteristicas macromorfoldgicas

como método de selecdo de possiveis actinobactérias isoladas de solo do cerrado e

observaram a alta diversidade que estes microrganismos apresentam com relacdo aos

parametros avaliados, corroborando os dados obtidos no presente estudo. Euanorasetr et al.

(2010), esclarece que o micélio vegetativo de actinobactéria pode apresentar variado perfil de

coloragao.

Tabela 1. Caracteristicas morfoldgicas dos isolados de actinobactérias obtidas de solo do

cerrado.
Caracteristicas Caracteristicas
macromorfologicas micromorfolégicas
Isolado  Micélio aéreo  Micélio vegetativo | Cadeia de esporos
ACTI1 Marrom claro ~ Marrom claro Espiral
ACT2 Creme Creme Reta
ACT3 Branco Marrom claro Espiral
ACT4 Creme Creme Reta
ACTS Marrom escuro  Marrom escuro Flexivel
ACT6  Branco Bege Flexivel
ACT7 Marrom claro  Marrom Flexivel
ACTS Creme Amarelo Retinaculum-apertum
ACT9 Amarelo Bege Retinaculum-apertum
ACT10  Amarelo Creme Espiral
ACT11 Cinza Marrom escuro Reta
ACT12 Branco Bege Flexivel
ACTI13 Marromclaro = Marrom escuro Flexivel
ACT14 Cinza Bege Retinaculum-apertum
ACTI1S5 Branco Marrom claro Flexivel
ACT16 Marrom claro  Marrom Flexivel
ACTI17 Cinza Bege Flexivel
ACT19 Amarelo Amarelo Reta
ACT20 Marrom Marrom escuro Flexivel

A caracterizacdo micromorfoldgica das colonias selecionadas revelou variada

diferenciagdo na estrutura morfologica das cadeias de esporos dos diferentes isolados, sendo

20,0% reta, 15,0% retinaculum-apertum, 15,0% espiral e 50,0% flexivel. Estes resultados sao

semelhantes aos estudos de Dornelas et al. (2017), e sugerem que os microrganismos isolados
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e caracterizados micromorfologicamente sejam pertencentes ao género Streptomyces.
Williams et al. (1983), reportam que a caracterizagdo microscopica do género Streptomyces
pode ser realizada através da observagao da cadeia de esporos que podem ser retos, flexuosos

ou em forma de espirais.

42 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTAGONISTA DOS ISOLADOS DE
ACTINOBACTERIAS

A zona de inibi¢ao do crescimento micelial de F. verticillioides confrontado com os 20
microrganismos isolados apresentou variagdes significativas em relagao aos isolados testados
(p <0,05). A atividade antagonista das actinobactérias realizadas por meio do pareamento de
culturas revelou diretamente a acdo antagbdnica in vitro de 13 microrganismos, fato nao
observado em 07 dos morfotipos testados, conforme apresentado no Gréfico 1. Segundo Mota
et al. (2017), o teste de confronto direto in vitro ¢ um método de triagem adequado para
avaliar de forma rdpida um grande nimero de microrganismos com atividade antagonista para
uso em biocontrole de fitopatogenos. Figueroa-Lopez et al. (2016), esclarecem que o uso do
método de cultura pareada, otimiza a selecdo de microrganismos que produzem compostos
bioativos que se difundem no meio de cultura sélido e microrganismos que atuam inibindo o
fitopatdgeno por meio de diferentes técnicas de biocontrole.

Os 13 isolados que reduziram significativamente o crescimento do F. verticillioides
foram separados em oito grupos (A - g) por meio do teste estatistico de Scott-knott (Grafico
1). No entanto, foram considerados como promissores agentes para o biocontrole de F.
verticillioides, os microrganismos que apresentaram inibi¢do acima de 70%. Deste modo, os
candidatos com potencial antagonista estao presentes nos grupos a (ACT 8) e b (ACT 10 e
ACT 17), resultando na selecao final de 03 microrganismos agentes de biocontrole. Deste
modo, 10 estirpes apresentaram baixa atividade antagonista contra o fitopatogeno avaliado.
De acordo com Diniz (2018), os microrganismos incapazes de produzir substincias bioativas
em quantidade suficiente para inibir o crescimento de F. verticillioides podem ndo exibir uma

resposta antagdnica satisfatoria.
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Zona de inibigao (%)

Grafico 1. Zona de inibi¢ao da expansao micelial de Fusarium verticillioides na presenga das
actinobactérias obtidas de solo do cerrado. Médias de 3 repeti¢des, seguidas pela mesma letra,
ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de scott-Knott a 5% de probabilidade.

Em conformidade com as caracteristicas morfoldgicas, os microrganismos que
apresentaram alto potencial para uso no controle bioldgico de F. verticillioides pertencem ao
género Streptomyces. De acordo com Yadav et al. (2018), os metabolitos secundarios
produzidos por actinobactérias, despertam grande interesse agricola devido ao elevado
potencial para o biocontrole de fitopatogenos por serem mais ecologicos e agregar qualidade e
fertilidade para o solo. Quitanases e glucanases, de isolados de actinobactérias, degradam por
meio de hidrélise a parede celular fungica, impedindo a germinagdo de esporos e/ou a
expansdo micelial dos fungos (DA SILVA SOUSA et al., 2020). Segundo Ganapathy et al.
(2018), sideroforos produzidos por espécies de Streptomyces indisponibilizam ions ferro,
presentes no solo, demonstrando seu papel protetor contra fungos patogénicos que necessitam

deste metal como fonte de nutriente.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Entre as actinobactérias isoladas de solo do cerrado existe alta diversidade em relagdo
as caracteristicas morfologicas e atividade antagonista. Os isolados de actinobactérias ACTS,

ACT 10 e ACT 17 sao capazes de inibir consideravelmente o crescimento micelial do fungo
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F. verticillioides in vitro e apresentam potencial para utilizacdo no controle biolégico da
fusariose no milho.

O pouco tempo e a falta de infraestrutura para a execugao dos ensaios laboratoriais
foram uma limitagdo no presente estudo. Deste modo, sugere-se que, na realizagdo de
trabalhos futuros, sejam realizados testes de controle biologico in vivo, em casa de vegetacao
e campo, para avaliar o comportamento e mecanismos de biocontrole das actinobactérias. O
presente estudo contribui com a busca por linhagens de microrganismos, em fontes naturais
ainda pouco exploradas, potencialmente capazes de inibir o crescimento de F. verticillioides

in vitro causador da fusariose em diversas culturas de interesse econémico e agricola.
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