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Resumo

O objetivo do trabalho foi selecionar e analisar estirpes de
bactérias e actinomicetos com potencial antagonista para o
biocontrole do Fusarium verticillioides, causador de doencas
na cultura do milho. O potencial antagonista de 80 isolados,
de bactérias e actinomicetos, foi avaliado in vitro por meio do
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verticillioides na Cultura do Milho (Zea mays L.)

meétodo de culturas pareadas. Dentre os isolados avaliados,
foram selecionados Act.336, B.1433 e Act.9, devido aos maiores
indices de inibicao contra o fitopatégeno, com valores de
66,9%, 53,1% e 51,9%, respectivamente. A seguir, avaliou-se a
influéncia de metabdlitos produzidos por estes microrganismos
para a inibicao do crescimento micelial fungico em meio liquido
e germinacao de conidios do patdgeno em meio sélido. Estes
isolados pré-selecionados apresentaram efeito antagonista
contra o crescimento micelial. Entretanto, em meio sélido,
somente os isolados Act.336 e Act.9 inibiram a germinacao de
conidios do fitopatégeno. Os trés isolados apresentaram, in
vitro, potencial para uso como antagonista de F verticillioides.

Termos para indexacao: Zea mays L., Fusarium verticillioides,
antagonismo, biocontrole.
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Abstract

The objective of this work was to select and analyze strains of
bacteria and actinomycetes that have antagonistic potential
for biocontrol of Fusarium verticillioides, disease-causing at
maize crop. The antagonist potential of 80 isolates, including
bacteria and actinomycetes, was evaluated in vitro by the
method of paired cultures. Among the isolates, Act.336, B.1433
and Act.9 were selected due to higher inhibition against the
pathogen, and they showed values of 66.9%, 53.1% and 51.9%,
respectively. Then, we assessed the influence of the metabolite
produced by these microorganisms for inhibiting the fungal
mycelial growth in liquid medium and conidia germination

of the pathogen on solid medium. These pre-selected isolates
showed antagonistic effect against mycelial growth. However,
in solid medium, only isolates Act.336 and Act.9 inhibited
germination of conidia of the F verticillioides. The three isolates
showed potential for use as an antagonist of £ verticillioides in
vitro.

Index terms: Zea mays L., Fusarium verticillioides, antagonism,
biocontrol
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Introducao

O milho (Zea mays L.) € uma das principais culturas destinada
a alimentacao humana e animal em fung¢ao da sua composicao
quimica e do alto valor nutritivo. Este cereal, além de suas
aplicagoes alimenticias, € utilizado como matéria-prima para

a producao de diversos tipos de produtos que apresentam
relevancia no setor comercial em varios paises (DUARTE et

al., 2008). Segundo o IBGE (2012), nas avaliagoes de agosto, a
producao nacional recorde de milho em grao foi estimada em
72,7 milhoes de toneladas.

Os graos de milho podem ser afetados por fungos em duas
etapas especificas: na pré-colheita (podridoes fungicas de
espigas com a formacao de graos ardidos) e na pds-colheita,
durante o beneficiamento, o armazenamento e o transporte
(graos mofados ou embolorados) (PINTO, 2005). As podridoes
destacam-se, no mundo, entre as mais importantes doencas
que atacam a cultura do milho por causarem reducao de
producao e de qualidade de graos (COSTA et al., 2005).

O fungo Fusarium verticillioides (sinbnimo, F moniliforme.)

€ um dos principais patégenos associados a sementes de
milho (Zea mays), no Brasil. O fungo pode ser introduzido
pelas sementes em areas isentas, causando deterioracao de
sementes, morte de plantulas, podridao radicular, do colmo e
da espiga (SARTORI et al., 2004).

A ocorréncia da podridao do colmo de milho tem aumentado
significativamente nos ultimos anos nas principais regioes
produtoras de milho do pais (COSTA et al., 2005). Varios
patdgenos podem estar associados a essa doencga, sendo que o
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mais frequente é o fungo F verticillioides (ALVES; DEL PONTE,
2007). Este fungo tem sido considerado como o contaminante
mais comum da cultura do milho, sendo preocupacao constante
pela sua producao de micotoxinas (GASPERINI, 2011), que
causam danos a saude humana e animal. Na cultura do milho,
0s principais contaminantes fungicos sao espécies do género
Fusarium. As toxinas de Fusarium sp. possuem um amplo
espectro de efeitos toxicos, incluindo a capacidade de modificar
o sistema imunolégico em humanos e animais (GASPERINI,
2011).

Os fungos fitopatogénicos, em sua grande maioria, sao
controlados com uso de agroquimicos, o que acarreta efeitos
negativos ao meio ambiente e aumento do custo de producao
para o agricultor. O uso intensivo e indiscriminado de
defensivos agricolas pode causar danos ambientais ao solo e
a agua. Pelo impacto a alguns seres vivos destes ambientes,
como algas e microrganismos, podem selecionar variantes de
fitopatogenos resistentes, e ainda eliminar microrganismos
utilizados em programas de biocontrole. Em busca de minimizar
os efeitos negativos do uso dos defensivos e aumentar a
producao de alimentos com maior qualidade, propiciando
assim o desenvolvimento de uma agricultura sustentavel,
devem-se buscar novas medidas que visem a protecao das
plantas sem causar efeitos negativos ao meio ambiente e

a saude humana, (BETTIOL, 2003), propiciando também
diminuicao de custos para o agricultor.

A agricultura sustentavel preconiza o uso do controle
alternativo de doencas de plantas através do controle
bioldgico, e a utilizacao de microrganismos com potencial
antagonista pode ser uma maneira de inibir o desenvolvimento
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de fitopatdogenos sem contribuir para a degradacao do meio
ambiente. O controle bioldgico tem sido alcancado através de
varias estratégias, de forma direta ou indireta (MELO; AZEVEDO,
1998), e uma delas ¢ a utilizagao de microrganismos do solo
que possuem potencial de diminuir a acao dos patégenos

em plantas. Uma estratégia direta envolve a introducao de
antagonistas do solo na semente, nos 6rgaos de propagacao
vegetativa ou na parte aérea.

Dentre os possiveis agentes para o controle bioldgico de
doencas, destacam-se as bactérias, que constituem o maior
grupo de ocorréncia no solo. Além de existirem algumas
espécies produtoras de antibidticos, possuem, dentre alguns de
seus processos, a agao antagonica aos patégenos (SIQUEIRA,
1988), pela producao de enzimas e substancias inibidoras.
Entre os géneros de bactérias antagonistas mais prevalentes,
destacam-se Pseudomonas do grupo fluorescentes e umas
do grupo nao fluorescentes, como Pseudomonas cepacia, e
géneros como Bacillus e Strreptomyces, representantes da
familia Enterobacteriacea (ROBBS, 1991).

O presente trabalho teve como obijetivo realizar teste in vitro
com isolados de bactérias e de actinomicetos para identificar
isolados antagonistas com potencial para biocontrole do £
verticillioides.

Para a determinacao do potencial antagonista de isolados de
bactérias do solo contra um isolado de F verticillioides da
Colecao de Fitopatogenos da Embrapa Milho e Sorgo (CFMS),
foram escolhidos, aleatoriamente, 44 isolados de bactérias
pertencentes a Colecao de Culturas de Microrganismos
Multifuncionais da Embrapa Milho e Sorgo. Essas bactérias
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foram originalmente coletadas em solos com diversos tipos
de cobertura vegetal, em area de mineracao. O isolado de F
verticillioides foi originalmente isolado de milho cultivado em
Sete Lagoas, MG.

Ativacao e Testes de Pureza das Culturas de
Microrganismos

As culturas das bactérias testadas estavam conservadas em
meio agar batata sélido — BDA (Batata 200 g L'; Dextrose, 20
gL' e agar, 15 g L") sob 6leo mineral esterilizado, e foram
cultivadas em placas de Petri contendo meio de cultura BDA.
Utilizou-se o0 método de estrias (HUNGRIA; ARAUJO, 1994) para
a obtencao de colbnias puras dos isolados, para o testes de
atividade antagonista. O teste foi realizado com duas duplicatas,
totalizando quatro repeticoes para cada microrganismo.

Atividade Antagonista dos Isolados de Bactérias
contra Fusarium verticillioides

A avaliagcao do potencial do controle in vitro dos isolados de
bactérias contra F verticillioides foi realizada através do método
de culturas pareadas, que consiste na confrontacao direta dos
microrganismos em meio de cultura. Um disco de micélio de £
verticillioides, medindo aproximadamente 4 mm de diametro,
foi inserido no centro da placa de Petri, contendo meio BDA.
Em oito pontos equidistantes do disco de micélio, foram
adicionados 30uL de suspensao de cada isolado de bactéria,

ou de actinomiceto testados como provaveis antagonistas.
Placas contendo somente o fitopatdégeno foram utilizadas como
controle. Apos 10 dias de incubacao a 25 °C + 2 °C e fotoperiodo
de 12 horas foi medido o diametro do micélio do fitopatdgeno,
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na presenca e auséncia dos microrganismos antagonistas. A
zona de inibigao (ZI) de cada microrganismo foi calculada de
acordo com metodologia descrita por Campanile et al. (2007),
utilizando-se a seguinte expressao:

(N1 —N2)

ED% = —x7— x 100,

sendo: (ZI)% = percentagem da zona de crescimento; N1= raio
do micélio encontrado na auséncia do antagonista; N2= raio do
micélio na presencga do antagonista.

Influéncia da Concentracao de Metabdlitos dos
Microrganismos Antagonistas sobre o Crescimento
da Massa Micelial do Fusarium verticillioides em Meio
Liquido

Foi avaliado o efeito dos metabdlitos dos isolados B.1433,
Act.336 e Act.9 que apresentaram maior potencial antagonista,
sendo selecionados com base no maior valor da zona de
inibicao sobre o crescimento do micélio do fitopatéogeno.

Para a obtencao do metabdlito utilizaram-se placas de Petri
contendo coldnias puras dos isolados B.1433, Act.336 e Act.9.
Para observacao do crescimento micelial deles mesmos no
meio liquido, em seguida, transferiram-se estas col6nias para
meio liquido TSB -Tripticaseina de soja (peptona de caseina 15g
L', cloreto de sodiobg L', extrato de leveduras 1,5g L', extrato
de carne 3,0g L'), sendo mantidas em incubadora a 27 °C e

18 rpm , durante quatro dias. Apds este periodo, as colonias
dos isolados foram centrifugadas a 4.000 rpm durante 10
minutos em meio liquido e, logo apds, filtradas em membranas
esterilizantes de 0,45 mm para a utilizacao do sobrenadante.
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Concomitantemente, foram produzidos esporos do fitopatdogeno
em meio BDA, sendo mantidos em camera de incubagao a 25 °C
e fotoperiodo de 12 horas, durante 5 dias.

Para a preparacao da suspensao de esporos utilizaram-se

9 ml de agua deionizada em tubos de ensaio previamente
esterilizados em autoclave por 30 minutos a 120 °C e 1 atm.
Para preparo das diluicdes, em camara de fluxo laminar, com
uma alca previamente flambada, retiraram-se esporos de F.
verticillioides da suspensao, que foram adicionados a tubos
de ensaio contendo 9 ml de agua deionizada e esterilizada,
efetuando-se a diluicao seriada dos esporos. Para o teste
utilizou-se a concentracao de esporos 10" (4,67 x 10* conidios/
ml") do fitopatégeno quantificado em hemacitometro de
Neubauer (TANAKA, 1987).

Foram realizadas 4 repeticoes para cada microrganismos.
Utilizou-se como controle, erlenmeyer de 250 ml contendo
25 ml do meio de culturaTSB e 500ul a concentracao de 10
do fitopatdgeno. Nos tratamentos, avaliou-se o crescimento
micelial de F verticillioides para cada metabdlito proveniente
dos 3 isolados pré-selecionados em duas concentragoes
100 e 50%. Utilizando-se erlenmeyer de 250 ml, contendo

a concentracao 100%, 25 ml de metabdlito de cada
microrganismo antagonista e para a concentracao de 50%,
utilizaram-se 12,5 ml de metabdlito com 12,5 ml do meio de
culturaTSB, ambos com 500ul da concentracao de 10" de £
verticillioides.

Durante dez dias, os microrganismos foram incubados a 27
°C e 18 rpm, permitindo o crescimento da massa micelial
fungica umida do F. verticillioides no teste controle e nos
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demais tratamentos. Apds 10 dias, a massa micelial foi filtrada
utilizando-se papel de filtro de 125 mm, com objetivo de reter
apenas a massa micelial fungica umida do fitopatégeno.
Obteve-se o peso da biomassa através de uma balanca com
precisao de 4 casas decimais.

Os metabdlitos utilizados no teste foram avaliados quanto

a densidade de moléculas dos isolados pré-selecionados.
Utilizou-se o espectrofotometro a um comprimento de ondas de
540 nandmetros, constatando as seguintes densidades para os
isolados B.1433, Act.336 e Act.9, com 0,084 nm, 0,181nm, 0,155
nm, respectivamente.

Os dados de crescimento micelial foram analisados
estatisticamente pela analise de variancia das médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Influéncia do Metabdlito dos Microrganismos
Antagonista na Germinacao de Esporos de Fusarium
verticillioides em Meio Solido

Para a avaliacao da influéncia do metabdlito dos isolados
previamente selecionados sobre a germinacao de F
verticillioides, tanto a obtencao do metabdlito dos isolados
pré-selecionados neste teste quanto a preparacao da suspensao
de esporos foram realizadas conforme descritos para o ensaio
anterior. Para cada tratamento em meio sélido foram realizadas
trés repeticoes e em cada uma das repeticoes adicionou-se
100ul de suspensao de esporo obtida através da diluicao em
série: 107, 102, 10 e 10*“. Através da contagem dos esporos em
hemacitometro de Neubauer (TANAKA, 1987), constatou-se que
a diluicao 102(1,5x10* conidios/mI3) seria a mais adequada para
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realizar o teste em meio s6lido, pois possuia a quantidade ideal
de esporos para este tipo de teste, conforme a literatura.

Os ensaios foram realizados utilizando placas de Petri contendo
apenas meio agar-agua. Na placa controle, foram adicionados
100pl da concentracao de esporos a 102 do fitopatdgeno, sem
adicao de metabolitos das bactérias. Para o tratamento 1,
utilizaram-se placas de Petri contendo meio agar-agua e 1 ml do
metabdlito do isolado B.1433. Apds a absorcao do metabdlito
pelo meio de cultura, foram espalhados 100ul de concentracao
de esporos a 102 do F verticillioides com o auxilio da alga
Drigalski. Os tratamentos 2 e 3 foram realizados da mesma
maneira que o tratamento 1, com os isolados Act.336 e Act.9,
respectivamente.

Apos 10 dias de incubagao em estufa a 30 °C, realizou-se a
contagem de esporos germinados de F. verticillioides em
cada placa, no tratamento controle e nos outros tratamentos
contendo metabdlitos de bactérias.

Para a realizacao das analises estatisticas e comparacao de
médias pelo teste de Tukey (p<0,05), os dados de contagem da
germinacao de esporos do F verticillioides foram normatizados
por meio da funcao de LOG, .
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Resultados e Discussao

Atividade Antagonista de Isolados de Bactérias e
Actinomicetos por Método de Culturas Pareadas
contra Fusarium verticillioides

O teste de culturas pareadas realizado in vitro utilizando-se
isolados de bactérias e actinomicetos apresentaram grande
variacao de inibicao contra o fitopatdégeno F verticillioides
(Tabela 1). Os isolados de bactérias testados que apresentaram
maiores indices de inibicao foram B.1433, B.01 e B.BAC,
apresentando 53,10%, 52,50% e 50,00% de inibicao,
respectivamente. Os isolados de actinomicetos apresentaram
potencial de antagonismo, reduzindo o crescimento entre 12%
e 67%, sendo que isolado Act.336 apresentou maior potencial
de inibi¢ao contra o F verticillioides, com 66,90%, seguido do
isolado Act.9, que apresentou 51,9% de inibicao (Tabela 1).
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Tabela 1. Crescimento in vitro de culturas pareadas com

44 isolados de bactérias e 36 actinomicetos com potencial
antagonista sobre Fusarium verticillioides, visando o
biocontrole. Média do raio do halo de crescimento micelial
do fitopatégeno (cm) e indice de inibicao apresentado sobre
influéncia dos isolados testados (%

.. Crescimento Indice P
Bactérias Micelial* _d_e . Actinomicetos Micelial* _d_e :
Inibicao Inibicao
(cm) (%) (cm) (%)
B.1433 1,875 a 53,1 Act.336 1,325 a 66,9
B.01 1,900 a 525 Act.9 1,900 b 51,9
B.BAC 2,000 a 50,0 Act.13 2,075 ¢ 481
B.CO05 2300 b 425 Act.07 2125 ¢ 46,9
B.RZ09 2350 b 41,3 Act.440 2350 d 413
B.64 3213 ¢ 350 Act.18 2425 d 394
B.79 3225 ¢ 194 Act.1 2,750 e 31,3
B.54 3,250 ¢18,8 Act.14 2875 e 281
B.86 3,275 ¢18,1 Act.504 2,900 e 275
B.47 3,275 ¢181 Act. AC13 2825 e 250
B.87 3350 c¢ 163 Act.1336 3,000 e 250
B.43 3350 ¢ 16,3 Act.C66 3,000 e 250
B.72 3375 ¢ 15,6 Act.A1 3,400 f 15,0
B.70 3425 ¢ 144 Act.RI186 3450 f 13,8
B.256 3475 ¢ 131 Act.6A1 3600 f 12,5
B.46 3625 ¢ M,9 Act.497 3,600 f 12,5
B.80 3625 ¢ 1,9 Act.498 3625 f 1,9
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Cont.Tabela 1.

.. Crescimento Indice T

Bactérias Micelial* _d'e~ Actinomicetos Micelial* _d_e~

Inibicao Inibicao

(cm) (%) (cm) (%)

B.96 3,600 c¢ 10,0 Controle™ 4,000 g 0,0

B.62 3625 ¢ 94 Outros®?

B.49 3625 ¢ 94
B.50 3625 ¢ 94
B.77 3675 ¢ 8,1
B.48 3775 d 5,6
B.68 3800 d 50
B.65 3800 d 50
B.78 3926 d 1,9
Controle™ 4,000 d 0,0

Outros®?

*Média de quatro repeticoes, seguidas pela mesma letra, nao
diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Scott-knott, a 5% de
probabilidade . " Fusarium verticillioides na auséncia do antagonista.
?Demais isolados de bactérias e actinomicetos testados, que nao
apresentaram halo de inibicao contra o fitopatdogeno. CV (%)=10,77
para bactérias e CV(%)=3,87 para actinomicetos.

De acordo com o agrupamento realizado pelo teste Scott-knott,
houve diferencas significativas entre os isolados testados

e controle (Tabela 1). Nao apresentaram nenhum tipo de
inibicao e diferencas significativas contra o F verticillioides 18
isolados de bactérias e 19 isolados de actinomicetos quando
comparados com o controle (Tabela 1). Os demais isolados
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mostraram diferencas significativas a 5% de probabilidade,
diferindo estatisticamente. O isolado Act.336 apresentou maior
efeito antagonista, medido pelo tamanho da colénia, com
diferenca significativa dos demais isolados e controle (Tabela 1).

O teste de culturas pareadas demonstrou o potencial
antagonista de alguns isolados contra o F verticillioides.
Segundo Menten (1996), microrganismos podem ser usados
como biocontrole, que aplicados em sementes podem eliminar
ou impedir o desenvolvimento de patdégenos transportados
pelas sementes ou presentes no solo, tendo acao de
antagonismo, hiperparasitismo e/ou competicao contra ele.

O antagonismo pode ocorrer pela produgao de bacteriocinas,
metabdlitos acidos ou toxicos, todos estes incompativeis com
a vida do fitopatdégeno, bem como pela competicao trofica de
elementos essenciais ao desenvolvimento do fitopatéogeno in
vitro (KONDE, 1984).

Beux e Denardin (2001), em estudo com bactérias Bacillus
subtilis e actinomicetos in vitro, obtiveram resultados

positivos no uso desses microrganismos para biocontrole de
fitopatogenos. A bactéria endofitica Bacillus subtilis foi capaz de
reduzir os niveis de micotoxinas acumuladas nas sementes de
milho por Fusarium verticillioides (BACON et al., 2001).

Influéncia da Concentracao de Metabdlito dos
Microrganismos Antagonistas sobre o Crescimento
da Massa Micelial do Fusarium verticillioides em Meio
Liquido

Os resultados das analises obtidas entre as diferentes
concentracoes de metabdlitos dos isolados B.1433, Act.336
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e Act.9, quanto ao potencial antagénico sob o crescimento

da massa micelial fungica umida de F. verticillioides,
apresentaram variacao entre o controle e os tratamentos para
as concentracoes de 50 e 100% de metabdlito (Figura 1). Nao foi
observada, para os isolados testados, diferenca significativa ao
nivel de 5% de probabilidade, entre os tratamentos submetidos
a b0 e 100% de metabolito (Figura 1).

*_Q 150+
§ 3 Controle
E { { { l 50%
§ 1004 3 100%
o
E
E A A A
™
= 504
L
F ﬂ n
T
m B B B
= 0 ﬁ H
Met, B.1433 Met. Atc.336 Met. Act.9

Figura 1. Crescimento micelial de Fusarium verticillioides (cm)
na presenca de metabdlito dos isolados B.1433, Act.336 e Act.9,
em concentracOes de 50 e 100%, e na auséncia de metabdlito
(Controle). Médias de 4 repeticoes, seguidas pelas letras iguais,
nao diferem estatisticamente entre si.

Os resultados in vitro com os isolados B.1433, Act.336 e Act.9
demonstram a existéncia de microrganismos que possuem um
potencial de inibi¢cao contra o fitopatégeno causador da reducao
na germinagao da semente, morte de plantulas, podridao de
raizes e de colmos e podridao dos graos, independentemente
da concentracao de metabdlito testada, constituindo-se uma
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grande alternativa de biocontrole dessas doenca na cultura do
milho.

Existem relatos na literatura indicando varios microrganismos
que podem ser utilizados por possuirem capacidade
antagonista contra fungos fitopatogénicos in vitro e in vivo,
podendo ser usados como biocontrole de fitopatéogenos.
Entretanto, nenhum deles faz parte dos produtos de primeira
escolha para aplicacao em lavouras, pois nem todos os
antagonistas confirmam sua atividade quando transpostos para
larga escala (SPADARO; GULLINO, 2005).

Touré et al. (2004) observaram a inibicao do crescimento
micelial acima de 45% através do antagonismo entre o
isolado de B. subtilis contra diversos fungos fitopatégenos
no solo, como Fusarium spp., Pythium ultimum, Rhizoctonia
solani, Rhizopus sp., pela producao de metabdélitos do tipo
lipopeptideos.

Influéncia do Metabdlito dos Microrganismos
Antagonista na Germinacao de Esporos de F
verticillioides em Meio Solido

Ocorreu diferenca significativa entre os isolados testados e o
tratamento controle com relacao a germinacao de esporos de
F verticillioides (Tabela 2). Os isolados Act.336 e Act.9 inibiram
completamente a germinacao dos esporos, portanto, entre
estes dois isolados nao houve diferenca significativa quanto
ao potencial de inibicao da germinacao de esporos. O isolado
B.1433, testado contra o fitopatdégeno, foi o que apresentou
menor indice de inibicao contra a germinacao de esporo do
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F verticillioides, diferindo estatisticamente do controle, sem
adicao de metabdlitos de isolados.

Tabela 2. Germinacgao de esporos de F verticillioides, na
presenca de metabdlito dos isolados B.1433, Act.336 e Act.9 e
auséncia de metabalito (Controle).

Controle 3,6499 a*
B.1433 3,2981 b
Act.336 0 c
Act.9 0 dc

*Médias de 3 repeticoes, seguidas por letras diferentes, diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% probabilidade.

Foi observado por Bettiol e Kimati (1990) o potencial inibitorio
de B. subtilis sobre diversos fitopatdogenos, dentre eles, R.
solani e F. moniliforme (sing. F verticillioides). Contudo,
neste experimento, a utilizacao do isolado B.1443 contra a
germinacao de esporos do fitopatdogeno foi insatisfatoria,
comparando-o aos outros isolados.

Conclusoes

1. Houve diferenca entre os isolados de bactérias e
actinomicetos em relacao ao potencial antagonista para o
biocontrole de Fusarium verticillioides.

2. Foi possivel selecionar os isolados Act.336, Act.9 e B.1433
como agentes com potencial para o controle biologico de £
verticillioides in vitro, com base na inibicdo do crescimento
micelial e da germinacao de esporos.
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