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Resumo

Nesta pesquisa, objetivou-se avaliar a agdo antagonista in vitro de bactérias do género Bacillus e do fungo Trichoderma sp. no
controle de Fusarium sp. responsavel por danos em plantas de Vigna unguiculata (L.) Walp (feijdo-caupi). O ensaio foi
conduzido utilizando a técnica de pareamento de culturas. O patdgeno Fusarium sp. foi obtido pelo isolamento de plantas de V.
unguiculata com sintomas da doenca. Os antagonistas utilizados foram: Bacillus subtilis (LCB 30), B. subtilis (LCB 45),
Bacillus sp. (BMH), Bacillus sp. (INV) e Trichoderma sp. As avalia¢6es do crescimento micelial foram realizadas quando toda
a superficie do meio de cultivo BDA (batata, dextrose, agar) apresentava-se colonizada pelo Fusarium sp. no tratamento
testemunha (patégeno cultivado na auséncia do antagonista). Para as analises foi utilizado o delineamento inteiramente
casualizado, com 5 repeticdes. Pelos resultados obtidos, pode-se inferir que os isolados de Bacillus spp. e Trichoderma sp.
possuem potencial como antagonistas contra Fusarium sp., sendo o isolado B. subtilis (LCB 45) responsavel por inibir 25,0%
do crescimento micelial, e os tratamentos com B. subtilis (LCB 30), Bacillus sp. (BMH), Bacillus sp. (INV) e Trichoderma sp.,
inibiram 59,4%, 46,5%, 46,4% e 37,0%, o crescimento do didmetro da col6nia do agente causal da fusariose em plantas de V.
unguiculata, respectivamente.
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In vitro selection of biocontrol agents for the control of Fusarium sp.

Abstract

The objective of this research was to evaluate the in vitro antagonistic action of Bacillus and Trichoderma sp. in the control of
Fusarium sp. responsible for damages in plants of Vigna unguiculata (L.) Walp (cowpea). The assay was conducted using the
crop pairing technique. The pathogen Fusarium sp. was obtained by the isolation of cowpea plants with symptoms of the disease.
The antagonists used were: Bacillus subtilis (LCB 30), B. subtilis (LCB 45), Bacillus sp. (BMH), Bacillus sp. (INV) and
Trichoderma sp. Mycelial growth evaluations were performed when the entire surface of the PDA (Potato Dextrose Agar)
culture medium was colonized by Fusarium sp. in the control treatment (pathogen cultured in the absence of the antagonist).
For the analyzes, a completely randomized design with 5 replications was used. From the results obtained, it can be inferred that
the isolates of Bacillus spp. and Trichoderma sp. have the potential as antagonists against Fusarium sp., the isolate Bacillus
subtilis (LCB 45) responsible for inhibiting 25.0% of the mycelial growth, and the treatments with B. subtilis (LCB 30), Bacillus
sp. (BMH), Bacillus sp. (INV) and Trichoderma sp., Inhibited 59.4%, 46.5%, 46.4% and 37.0% growth of the colony diameter
of the causal agent of fusariosis in cowpea plants, respectively.

Keywords: Antagonism, biological control, phytopathogen.

Introducéo

A O cultivo do V. unguiculata (L.) Walp. na regido
Nordeste do Brasil é de grandes producdes devido a érea
utilizada, mas de baixas produtividades (Araudjo, 2017). A
baixa produtividade pode ser atribuida, em parte, a ocorréncia
de doencas que afetam a qualidade e quantidade dos gréos
produzidos (Santos, Corlett, Mendes, Wanderley, 2002).

Diversas doencas acometem a cultura do V. unguiculata
com destaque para as flngicas. A cultura pode ser afetada por
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diversas doencas causadas por fungos da parte aérea como
também do sistema radicular. Dentre as doencas causadas por
fungos habitantes do solo se destacam Rhizoctonia solani,
Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotium rolfsii, Fusarium solani
f. sp. phaseoli e Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli que tém
causado consideraveis prejuizos na producédo do feijoeiro.
Fungos do género Fusarium sdo responsaveis pela

destruicdo de vdrias culturas, entre elas o V. unguiculata.
Considerado um fungo cosmopolita causa escurecimento
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vascular de vérias plantas. Seus principais sintomas incluem
escurecimento do feixe vascular, tombamento, murcha,
podriddo de raiz, desfolhacdo e morte da planta (Dean et al.,
2012). Nechet e Halfeld-Vieira (2006) cita que a fusariose é
uma das mais importantes doencas que ocorrem na cultura do
V. unguiculata provocando elevadas perdas econémicas.

As medidas de controle quimico e cultural para doengas
causadas por fungos habitantes de solo sao caras, dificeis de
serem implementadas e, na maioria das vezes, ineficazes.
Além disso 0 aumento da preocupacdo da sociedade com
impacto da agricultura no ambiente tem aumento pesquisas
para reducdo do uso de agrotdxicos, como também tem
motivado o uso de métodos alternativos (Bettiol & Morandi,
2009; Raut & Karuppayil, 2014).

Neste sentido, o uso de agentes de controle biol6gico é
considerado uma alternativa viavel para diminuir o potencial
de indculo de patdgenos habitantes do solo. Além disso, ndo
contamina 0 meio ambiente deixando residuos e possui facil
aplicacdo (Soares, 2006). Atualmente o género Trichoderma
€ 0 mais estudado e utilizado no controle biolégico de
patégenos habitantes do solo (Silva, Heckler, Santos,
Durigon, Blume, 2015).

Neste trabalho, objetivou-se avaliar a acdo antagonista in
vitro de bactérias do género Bacillus e do fungo Trichoderma
sp. no controle de Fusarium sp. responsavel por danos em
plantas de feijdo-caupi (V. unguiculata).

Material e Métodos

O patégeno Fusarium sp. foi isolado de plantas com
sintomas de murcha em éarea de producgdo de feijoeiro. Os
antagonistas utilizados foram oriundos da colecdo de micro-
organismos do laboratério de controle biolégico da Embrapa
Semiérido, Petrolina-PE, sendo eles: Bacillus subtilis (LCB
30), B. subtilis (LCB 45), Bacillus sp. (BMH), Bacillus sp.
(INV) e Trichoderma sp. Para o inicio do ensaio in vitro o
patégeno foi mantido em meio de cultura BDA (Batata,
Dextrose e Agar) por trés dias de incubacio, em camera de
crescimento tipo BOD (Demanda bioquimica de oxigénio) a
temperatura de 26 £ 2 °C. De modo similar, o Trichoderma
sp. foi mantido em meio de cultivo BDA por 10 dias e, as
bactérias foram acondicionadas em meio de cultivo AN (Agar
Nutriente) por 48 horas.

O ensaio foi conduzido utilizando a técnica de pareamento
de culturas (Dennis & Webster, 1971). Foram utilizadas
placas de Petricom 9 cm de didmetro, e meio de cultivo BDA.
O teste foi composto por um total de 5 tratamentos
(antagonistas) e a testemunha (patdgeno na cultivado na
auséncia do antagonista).

As suspensdes bacterianas foram preparadas com a adic¢éo
de 20 mL de solugo salina (0,85%) em cada placa contendo
a bactéria e com o auxilio da algca de Drigalski as col6nias
foram desprendidas e obtida a suspensao que, posteriormente
foi utilizada para submersdo de discos de papel de filtro (5
mm) que foram colocados com auxilio de uma pinca nas
placas de Petri com BDA a uma distancia de 1,0 cm da borda.

Em seguida, discos de 5 mm contendo meio de cultura
com colonias do fitopatdgeno Fusarium sp. foram colocados
no centro das placas. O preparo do fungo Trichoderma sp.
para inoculacéo nas placas foi 0 mesmo, com o auxilio de uma
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alca inoculadora foram retirados os discos e postos nas placas
com BDA. As placas foram incubadas em BOD a 26 + 2 °C.

As avaliacGes do crescimento micelial foram realizadas
quando toda a superficie do meio se apresentava colonizada
pelo Fusarium sp. no tratamento testemunha. As medidas de
didmetro foram feitas com o auxilio de uma régua, medindo-
se 0 diametro da &rea de crescimento micelial em dois eixos
ortogonais (média das duas medidas diametricamente
opostas).

Para as anélises foi utilizado o delineamento inteiramente
casualizado, com cinco repeticBes. Os resultados obtidos
foram submetidos & analise de variancia e as médias foram
comparadas pelo teste de Scott-Knott, com significancia de
5% de probabilidade, com auxilio do programa SISVAR
(Ferreira, 2010).

Resultados e Discussao

Todos os isolados testados diferiram significativamente da
testemunha (Tabela 1), com destaque aos isolados Bacillus sp.
(BMH), B. subtilis (LCB 30), Bacillus sp. (INV) e
Trichoderma sp. que reduziu o crescimento micelial de
Fusarium sp. em 4,8; 3,6; 4,8; 5,6 cm, respectivamente.

Em estudos realizados por Carvalho, Mello, Lobo 2 Silva
(2011) avaliando o controle de F. oxysporum f.sp. phaseoli in
vitro por seis isolados de Trichoderma harzianum, mostraram
que todos os isolados apresentaram antagonismo contra o
patdgeno.

Conforme Vinale et al. (2008) a redugdo do crescimento
micelial de Fusarium spp. pelo fungo T. harzianum pode ser
atribuida & competicdo por espaco e por nutriente presentes no
meio de cultura e/ou hiperparasitismo. Por outro lado, Dubey,
Suresh e Singh (2007) constataram que espécies do género
Trichoderma spp. tem a capacidade de inibir o crescimento de
F. oxysporum f. sp ciceris pela produgdo de metabolitos ndo
volateis.

Tabela 1. Crescimento micelial (cm) de colénias de
Fusarium sp. em funcéo da acéo inibitéria de diferentes
micro-organismos antagonistas em meio BDA.
Diametro da colonia
Fusarium sp. (cm)

Microorganismo antagonista

Bacillus sp. BMH 4,8+2 47
Bacillus subtilis LCB 30 3,6%1,42
Bacillus subtilis LCB 45 6,7+0,23°
Bacillus sp. INV 4,842,152
Trichoderma sp. 5,641,542
Testemunha 9,0+0,0°

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste
de Scott-Knott a 5%, em cinco repeticdes.

Quanto ao isolado B. subtilis (LCB 45), observou-se que o
tratamento foi superior a testemunha, mas diferiu
estatisticamente dos demais isolados testados. Grande parte
dos microrganismos envolvidos em controle biolégico atua
através de antibiose. Por exemplo, diversas espécies de
Bacillus sdo citadas na literatura como produtoras de
antibioticos podendo, ainda, secretar metabdlitos importantes
como enzimas aminoliticas e enzimas proteoliticas (Bettiol &
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Ghini, 1995).

Segundo Lanna, Ferro e Pinho (2010), o género Bacillus
se destaca por formar enddsporo e apresentar uma
multiplicidade de mecanismos antagdnicos. Possibilitando
dessa forma, a sua longa manutencdo e sobrevivéncia em
nichos ecoldgicos especificos, com grande versatilidade nos
mecanismos de acdo para driblar as defesas dos
fitopatdgenos. Sendo que, a espécie B. subtilis é a que possui
excelentes resultados como agente de biocontrole. Kupper,
Gimenes-Fernandes e Goes (2003) afirmam que
microrganismos que agem por antibiose, geralmente tém
amplo espectro de acdo, de forma que na inibi¢do dos fungos
a producdo de substancias toxicas € mais efetiva do que
qualquer outro mecanismo de a¢éo envolvido.

Para o antagonista Trichoderma sp., Lopes et al. (2012)
relataram 60% de inibicdo do crescimento micelial de
Sclerotinia sclerotiorum pela agdo de metabélitos volateis de
T. harzianum. Segundo Bomfim et al. (2010), Trichoderma
spp. produzem enzimas que degradam as paredes celulares de
outros fungos e a esse efeito se soma a agdo toxica de
substancias antifingicas produzidas pelo antagonista,
reduzindo ou mesmo paralisando (efeito fungistatico) o
crescimento e a esporulagéo do patégeno.

Conclusodes

Com a obtencdo destes resultados, pode-se inferir que 0s
isolados de Bacillus spp. e Trichoderma sp. testados possuem
potencial como antagonistas contra Fusarium sp. agente
causador de danos em plantas de V. unguiculata. Novos
estudos serdo necessarios para testar a eficiéncia desses
isolados em condigdes de campo.
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