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Entre os fatores limitantes de producdo da cultlmasorgo, a antracnose,
causada pelo fung@olletotrichum sublineolum (P. HENN,& BULBAK) constitui a principal
doenca dessa cultura no Brasil (Ali & Warren, 198#pduzindo sintomas tipicos nas folhas,
colmo, paniculas e nos graos ( THAKUR & MATHUR 2000

Alem do emprego de genotipos tolerantes, traditmoeate, o controle doencas
e efetuado com aplicacdes de produtos quimicosgtanto, o uso indiscriminado de fungicidas
apresenta uma serie de limitagcbes econdmicas eatais. Portanto, torna-se importante a busca
métodos alternativos de controle desta doenca.r®esdtes métodos, o controle biologico
constitui uma alternativa mais barata e sustent&v@onto de vista ambient&legundo Baker &
Cook (1974), o controle biolégico de plantas poag definido como controle de um
microorganismo através de outro microorganismo, tgra como meta manter todos o0s
componentes do agroecossistemas em equilibriotitods de uma relacdo entre hospedeiro,
patébgenos e uma microbiota ndo patogénica que targlrésidente no sitio da infeccao (Bettiol,
1991).

Dentre os possiveis agentes para o0 biocontroleogacds, destacam-se o0s
actinomicetos, que sao bactérias filamentosas émc@s naturalmente no solo, com diversas
espécies que sao reconhecidamente produtoras dadtaas. Estas bactérias produzem
substancias, que quando testadasvitro, podem apresentar atividades antagbnicas ao
desenvolvimento de fungos (Bressan & Figueredo3R00s testes de antagonismasvitro
permitem que uma grande populacdo de microrgansejep avaliada rapidamente (Mariano,
1993). Entretanto, recomenda-se que tastatro, seja complementadm vivo, primeiro sob
condi¢cbes controladas e, posteriormente sob coesligé campo (BETTIOL, 1991), uma vez
que, nem sempre os testes realizados em labosatpi@sentam correlagdo com os resultados
obtidos em condi¢des de campo (Ghini & Nakamur@120

O presente trabalho teve por objetivo avaliar eactarizar isolados de
actinomicetos quanto sua atividade antagonistaa@uatletotrichum sublineolum, em funcéo de
composicao de meio de cultura.

Os microganismos avaliados pertencem aos Labavatt®i Microbiologia e
Bioquimica do Solo e de Fitopoatologia da EMBRAPAING e Sorgo. Foram avaliados 59
isolados de actinomicetos, isolados de amostrasldesob diversas tipos de cobertura vegetal de



solo cerrado, e trés racas @osublineolum (denominado raca 84, 91 e 98), isolados previamente
de plantas de milho e sorgo cultivado em solo d&de de Sete Lagoas.

A avaliacédo do potencial do controtevitro foi realizado através do método de
culturas pareadas, que consiste no confrontacétadios microrganismos em meio de culturas.
Um disco de micélio do fitopatdgeno foi inseridomeio da placa de petri contendo meio BDA,
guatro pontos equidistantes do disco do micéliarfoinoculados com 10 ul de suspenséao
contendo os provaveis antagonistas. Placas canggmehas o fitopatdogeno foi utilizado como
controle. Apés sete dias de incubacdo a temperatatdente , mediu-se o didmetro do micélio
do fitopatogeno crescendo sem contato e com cootato 0 antagonista. A porcentagem de
inibicdo foi estimada pela seguinte formula ( NI/N2X100, sendo N1 o raio do micélio
encontrado na auséncia do antagonista e N2, nangeeslo antagonista.

Para testes da influéncia do meio de cultura salpercentagem de inibicéo,
utilizaram-se isolados de microrganismos que aptassEm antagonismos, com inibicdo do
crescimento igual ou superior a 70% de pelo menonsdos fitopatbgenos. Testaram-se 0s
seguintes meios: BDA ( 200g/L batata, 20g acuaatatre 15g agar para 1L de agua pH), Meio
Actinomiceto (1g L-aspagarina; 10g glicerol; 1,0kdH,POy; 1 m/L solucdo de micronutrientes;
e 12 de agar para 1L de agua)pMeio Completo para 1L de meio: 6g NaplA,5 g de
KH,PO,, 0,59 de KCI, 0,5g de MgSOH,0, 0,01g de Fes©0,01g de ZnS§ 10g de glicose,
2g de peptona, 1,59 de caseina hidrolisada, 0,5¢xttato de levedura, 1mL de solucédo de
vitaminas, 15 g de &gar pH6:8Jeio Minimo composicao por litro: NaNG- 0,249, NHH.POy
-2,97g, MgS@7H,0 - 0,52g, KCI — 0,529, FeQTH,0 -0,0lg, ZnSQ@7H,O - 0,019, Glicose —
10,009, Agar —15,00g pH 6,5). Meio LB Luria-Beitan10 g Peptona de caseina; 5 g Extrato de
levedura; 10 g NaCl; 15 g Agar, para 1 L de agus @) e o Meio AgaAveia (159 Agar e 60g
aveia para 1 L de 4gua pH) . Esses meios variatomituicdo quimica.

Os testes de inibicdo foram realizados de acoraw @oexperimento inicial
variando-se apenas o0 meio de cultura. Para cadgamsta, realizaram-se trés repeticoes. Os
resultados foram analisados pelo teste estatisdeo Student-Newman-Keuls para o
desdobramento de meios de cultuvassus cada antagonista e antagonistassus meios de
cultura.

Como resultados observados para a selecdo de ractetos antagonistas,
apos o periodo de sete de dias de crescimentoitdpatbgenos na presenca dos antagonistas,
notou-se que o grau de inibicdo foi variavel erdseantagonistas. Para facilitar analise, os
actinomicetos inibidores foram agrupados em queltisses de acordo com o grau de inibicao
(expresso em porcentagem de inibicdo de crescingentitopatdgeno).

Do total de 59 linhagens de actinomicetos testadhservou-se que a
distribuicdo dos isolados nas classes consideratas) em funcdo do grau de inibicdo e a raca
testada. Na (Fig. 1), notou-se que, independententas fitopatdbgenos, a maioria das linhagens
de bactérias ( 45%) apresentou baixa atividadeganista, isto €, encontra-se distribuida na
classe entre 0 e 20% de inibicdo. Enquanto 12 a d@¥#sentaram inibicdo entre 21 a 40%.
Numeros intermediarios de bactérias atingiram da 80% e 61 a 80% de eficiéncia de inibicdo
dos fitopatdogenos. N&o se observou nenhum actimbosicapaz de inibir os fitopatdgenos com
mais de 80% de eficiéncia.

As racas 84 e 91 dos fitopatdgenos foram mais \sgiesgquanto a raca 98
menos sensivel.
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Figura 1- Distribuicdo de freqiiéncia dos numeros de actinetos capazes de
inibirem o crescimento das racas 84, 91 e 98.deblienolum

Apoés o primeiro teste de inibicio em meio BDA ispke trés linhagens de
actinomicetos que demonstraram inibicdo igual gesares a 70% em pelo menos uma das trés
racas daC. sublineolum.

Na tabela 1 estdo apresentados os isolados actietm®iselecionados com as
suas respectivas atividades antagonistas, contacas 84, 91 e 98, testados em meio BDA. Os
resultados mostram que houve variagdo entre oga@rttas e entre as ragas do fitopatdégeno.
Nota-se que o actinomiceto 90 apresentou altaci@ibcontra a raca 84, enquanto a linhagem de
actinomiceto 92 eficientemente inibiu a raga 9liferentemente, o actinomiceto 449 foi mais
efetivo contra o crescimento da raca 98.

Ra Ac Ac Ac
ca tinomiceto 90 tinomiceto 92 tinomiceto 449

84 73, 57, 66,
75 25 25

91 65, 71, 65,
77 25 63

98 61, 55, 70,
66 06 00

Tabela 1.Eficiéncia de inibicdo das ragas @esublineolum por trés linhagens
de actinomicetos em meio BDA.



Com o objetivo de verificar se 0 meio de cultureapaz de interferir com o
grau de inibicdo apresentado na Tabela 1 utilizoa-snesma metodologia de determinacdo da
porcentagem de inibicdo variando-se apenas o noegual o teste foi realizado.

Na figura 2 encontrar-se os dados de inibicdo éscomento da raca 84, em
seis meios de culturas, pelas trés linhagens deautetos selecionadas anteriormente

Um fato interessante é que a capacidade de iniligeactinomicetos nao foi
detectada quando testou-se o0 meio de cultura Agarafem nenhuma das combinacdes raca X
actinomiceto.

Nota-se claramente que a eficiéncia de inibicdaamomiceto 90 ndo diferiu
significativamente quando testado os meios de rcuBDA, ACT, MM, MC e LB. No caso do
actinomiceto 92, o meio de cultura é capaz de enitiar na eficiéncia de inibicdo do
crescimento da raca 84. Os meios que propiciaramresainibicdes foram ACT e MM, nédo
diferindo estatisticamente entre si. Em relacdaamomiceto 449, os meios de cultura também
influenciaram no antagonismo. Os meios mais propifiram BDA, ACT, MC e LB.

Comparando-se os trés antagonistas em relacdo a roatbs de cultura,
observam-se comportamentos diferentes somenteopanmzeios BDA, ACT. MM. Na presenca
do meio BDA, os antagonistas 90 e 449, apresentandmtcdes similares e com valores
aproximadamente 70%, e superior ao observado pangagonista 92. Com relagédo o meio ACT
e 0 MM os antagonistas 90 e 92 nao diferem entreamiesentando inibicdo superior ao
antagonista 449. No meio MC e LB nao se detecifauethca significativa para atividade dos
trés antagonistas.
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Figura Barras seguidas de mesma letra ndo diferem esi@tignte entre si ao
nivel de 5% de significancia pelo teste StudentdanKeuls. Letra mindsculas comparam a
inibicdo de um antagonista em diferentes meioduttara e letra maidsculas comparam o mesmo
meio de cultura influenciando dos diferentes antegas.

Para a raca 91, os resultados mostram diferengasificativas para
antagonistas em funcdo do meio de cultura, excata p antagonista 92 que ndo sofreu
influencia do meio no seu grau de inibicdo (Figagénas o meio MM resultou num decréscimo
da inibicdo. Os demais meios de culturas apresant@momportamentos similares para esses
antagonistas. Em relacdo ao antagonista 449, naginatade foi observada na presenca do meio



MM e na presenca dos demais meios de cultura nfehdiferenca significativa na eficiéncia de
inibig&o.

Comparando-se as atividades de antibiose dostitdgonistas em funcao
de cada meio de cultura, nota-se que, para os niilds MC e LB, os trés antagonistas
apresentaram atividades similares, ndo diferindatisscamente nos valores de inibicéo.
Entretanto para o meio o meio ACT, os antagoni@fae 92 apresentam inibicoes similares e
superiores ao observado para o Antagonista 449prsenca do MM a maior inibicdo foi
observada para o antagonista 92 , em seguida goamta 90 e com menor inibicdo o
antagonista 449.

Para a raca 98, analisando os resultados obtid@s gga meios de cultura,
observam-se diferencas significativas, para meicutira e para interacdo dos antagonistas
versus meio de cultura. Para o antagonista 90 baneieio foi ACT, em seguida os meios MC e
LB, que ndo se diferem , sendo o pior meio o MMost@riormente o meio BDA. Para o
antagonista 92 os melhores meios foram ACT , MMBg & os meios com menor halo de
inibicdo foram os meios BDA e MC, que néo se difesntre si. Para o antagonista 449 o melhor
meio foi AC, em seguida os meios BDA, MM, MC e LBspectivamente.Comparando
antagonistas com meio de cultura o antagonistacbt®ve inibicdo superior em relacdo ao
antagonista 90 e 92 que se nado se diferem. O A@Ib foi melhor meio para ambos trés
antagonistas. O meio MM néo se difere para os anisigs 92 e 449 e para o meio 90 teve
menor inibicdo. O MC apresentou melhor inibicdoaparantagonista 90 em seguida para o
antagonista 449 e com menor inibicdo para o anisigo®2 . O meio LB se difere apenas para o
antagonista 90 e 449. Os resultados mostram qluehd(ivariabilidade entre isolados de
actinomicetos quanto a atividade antagonista cahtisulbineolum, (ii) a atividade antagonista
dos actinomicetos testados varia em funcdo do desicultura e da raca do fitopatdgeno e(iii) a
maior eficiéncia antagonista dos microrganismogred sulbineolum foi observada nos meios
chamados Meio de actinomiceto e BDA.
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