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RESUMO
EFEITO DE ISOLADOS DE Bacillus spp. E Trichoderma spp. NO CRESCIMENTO
DE Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici AGENTE CAUSAL DA FUSARIOSE DO
TOMATEIRO.
Autor: Odenilson de Deus Ribeiro Lima
Orientador: Prof2. Dra. Antonia Alice Costa Rodrigues

RESUMO - Entre as doencas de maior importancia econdmica que afetam o tomateiro,
destaca-se a Fusariose, causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. A
deficiéncia no controle desta doenca, associada as condi¢cdes ambientais favoraveis ao fungo,
inviabilizam o cultivo econémico do tomate no Estado do Maranhdo. Neste contexto, sistemas
de producdo alternativos podem ser importantes em reduzir os impactos ambientais e sociais.
Obijetivou-se neste trabalho avaliar o antagonismo e os metabdlitos produzidos por Bacillus
no controle micelial in vitro e o efeito biocontrolador de Trichoderma spp. contra F.
oxysporum f. sp. lycopersici. Para a avaliacdo do antagonismo de Bacillus a F. oxysporum f.
sp. lycopersici, foi realizado o pareamento de fungo e bactéria in vitro pelo Método do
Circulo. O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado com 11
tratamentos e cinco repeticfes. No método para deteccdo dos metabdlitos secretados pelos
isolados de Bacillus, foi realizado o cultivo em meio liquido (BD), durante 15 dias. Ap0s esse
periodo, adicionou-se Agar, que apds autoclavagem, foi vertido em placas de Petri, o
patdgeno foi cultivado e avaliado ao décimo dia. O delineamento experimental adotado foi o
inteiramente casualizado com 11 tratamentos e seis repeticdes. Para avaliagdo do antagonismo
de Trichoderma spp. a F. oxysporum f. sp. lycopersici, foi realizado o pareamento de culturas.
O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com 11 tratamentos e cinco
repeticdes. Na producdo de metabdlitos volateis de Trichoderma spp., foi utilizada a técnica
das placas sobrepostas. Foram utilizados dez isolados de Trichoderma spp., e cada tratamento
constou de um isolado mais testemunha, com cinco repeticdes. Na producdo de metabdlitos
ndo volateis, foi utilizada a técnica da membrana filtrante. No delineamento experimental, 0s
tratamentos foram dispostos num desenho inteiramente casualizado compreendendo cinco
repeticBes. As diferencas entre as médias foram determinadas pelo teste de Tuckey a 5 %. No
experimento avaliando o antagonismo a F. oxysporum f. sp. lycopersici com a utilizagédo de
Bacillus, todos os isolados diferiram estatisticamente da testemunha, com destaque aos
isolados B12 (Bacillus sp.), B41 (Bacillus. cereus), B22’ (Bacillus pentothenticus), B45
(Bacillus cereus), B47 (Bacillus cereus) e B25 (Bacillus pumilus) que induziram as menores
médias de diametro da col6nia do patdgeno. Para o estudo da inibi¢do do crescimento micelial
de F. oxysporum f. sp. lycopersici pelo caldo agarizado autoclavado com dez isolados de
Bacillus spp., cinco isolados diferiram estatisticamente da testemunha sdo eles: B35 (B.
pumilus), B47 (Bacillus cereus), B22’ (B. pentothenticus), B12 ( Bacillus sp.) e B41 (B.
cereus) sendo os dois Ultimos tratamentos que apresentaram os menores didmetros de colénia
do fitopatégeno com 2,89 e 3,81 cm, respectivamente. Todos 0s isolados se diferenciaram da
testemunha quanto a acdo antagbnica de Trichoderma, mostrando eficiéncia na inibicdo do
crescimento micelial de F. oxysporum f. sp. lycopersici, porém ndo houve diferenca
significativa entre os isolados. Através da técnica das placas sobrepostas, os isolados que
apresentaram o melhor resultado foram T7 e T8, os quais inibiram 24,5 % do crescimento
micelial do patdgeno, destacando-se dos demais, mesmo assim essa inibi¢do ndo foi inferior a
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50 %, sendo entdo, os isolados classificados como ineficientes. Com relacdo a avaliacdo do
efeito de metabolitos ndo volateis, os isolados que apresentaram os melhores resultados foram
T3, T10, T11, T12, T13, e T14, diferenciando-se dos demais, destacam-se os isolados T12 e
T14 por apresentarem percentual de inibicdo superior a 50 %, sendo estes isolados também
classificados como moderadamente eficientes.

Palavras-chave: Controle Biologico, Fusariose, Bacillus, Trichoderma spp., antagonismo,

metabdlitos
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ABSTRACT
EFFECT OF ISOLATED Bacillus sp. AND Trichoderma spp. ON GROWTH OF
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici CAUSAL AGENT OF THE TOMATO
FUSARIOSIS.
Autor: Odenilson de Deus Ribeiro Lima
Orientador: Prof2. Dra. Antonia Alice Costa Rodrigues

ABSTRACT - Among the most economically important diseases affecting tomato stands out
Fusariosis, caused by the fungus Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. The deficiency in
controlling this disease, associated with environmental conditions favorable to the fungus,
unfeasible economic tomato cultivation in the state of Maranh&o. In this context, alternative
production systems may be important in reducing the environmental and social impacts. The
objective of this study was to evaluate the quality of antagonism and metabolites produced by
different species of Bacillus in vitro mycelial control and biocontrol effect of Trichoderma
spp. against F. oxysporum f. sp. lycopersici. For evaluation of antagonistic Bacillus on F.
oxysporum f. sp. lycopersici was performed pairing of fungus and bacteria in vitro method by
Circle. The experimental design was a completely randomized design with 11 treatments and
five replications. In the method for detection of products secreted by Bacillus metabolites
were prepared 200 ml portions of BD (Potato Dextrose) in Erlenmeyer flasks, and those discs
transferred to PDA medium containing the bacterium (Bacillus spp.) Remaining in camera 15
days BOD. After this period there was added 3 g of agar per vial, being autoclaved broth and
poured into Petri dishes. In the center of the plates were placed in culture dishes pathogen
being evaluated at the tenth day. The experimental design was completely randomized with
six replications and 11 treatments. For evaluation of antagonistic Trichoderma spp. on F.
oxysporum f. sp. lycopersici was performed pairing of cultures. The experimental design was
a completely randomized design with 11 treatments and five replications. In the production of
volatile metabolites of Trichoderma spp. Was used the technique of overlapping plates. We
used ten isolates of Trichoderma spp., and each treatment consisted of a single most control,
with five repetitions. In the production of non-volatile metabolites, we used the membrane
filter technique. In the experiment, the treatments were arranged in a completely randomized
design with five replicates. Differences between means were determined by the Tukey test at
5 %. In the experiment evaluating the antagonism to F. oxysporum f. sp. lycopersici with the
use of Bacillus, all isolates were statistically different from control with emphasis on isolated
B12 (Bacillus sp.), B41 (Bacillus cereus), B22 '(Bacillus pentothenticus), B45 (Bacillus
cereus), B47 (Bacillus cereus ) and B25 (Bacillus pumilus) that induced the lowest average
colony diameter of the pathogen. To study the inhibition of mycelial growth of F. oxysporum
f. sp. lycopersici by agar sterilized by ten isolates of Bacillus spp., five isolates differed
significantly from the control they are: B35 (B. pumilus), B47 (Bacillus cereus), B22 '(B.
pentothenticus), B12 (Bacillus sp.) and B41 (B. cereus) the latter two treatments that showed
the best results of the pathogen colony diameters with 2.89 and 3.81 cm, respectively. All
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isolates differ from the control on the antagonistic action of Trichoderma, showing efficient
in inhibiting the mycelial growth of F. oxysporum f. sp. lycopersici, but there was no
significant difference among the isolates. Through the technique of overlapping plates, the
isolates that showed the best results were T7 and T8, which inhibited 24.5 % of mycelial
growth of the pathogen, standing out from the others, yet this inhibition was not less than 50
%, and then, the isolates classified as inefficient. Regarding the assessment of the effect of
metabolites not voltateis, isolates that showed the best results were T3, T10, T11, T12, T13,
and T14, differing from the others, stand out isolates T12 and T14 for presenting percentage
greater than 50% inhibition, and these isolates also classified as moderately effective.

Keywords: Biological Control, Fusariose, Bacillus, Trichoderma spp., Antagonism,
metabolites
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Capitulo 1

INTRODUCAO GERAL
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INTRODUCAO GERAL

1. O hospedeiro

O tomateiro, Solanum lycopersicon L., pertence a familia das Solanaceae, e apesar
de ser uma planta herbacea e perene, porém é cultivada como uma planta anual. A espécie
cosmopolita de tomate cultivada tem por centro primario de origem, o estreito territorio
limitado pelo Equador, Chile, Oceano Pacifico e Cordilheira dos Andes, tendo como centro
secundario, 0 México, onde passou a ser cultivado e melhorado (FILGUEIRA, 2003).

A cultura de tomate € a terceira com maior volume de producdo no Brasil. Séo
comercializadas anualmente cerca de 3 milhdes de toneladas, das quais 80 % estdo nos
estados de Sao Paulo, Minas Gerais, Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro e Goias. No Brasil, a
safra de 2011 no més de junho foi de 4.425.274 toneladas, ja a safra 2012, correspondente ao
mesmo més, foi de 4.008.054, com uma variagdo negativa de 9,43 %. Com relacdo a area
plantada, houve também uma variacdo negativa de 9,23 % (IBGE, 2012). No entanto, a
producdo global duplicou nos ultimos 20 anos, sendo um dos principais fatores para a
expansdo da cultura, o crescimento do consumo, reforcado pela procura por alimentos mais
saudaveis (SIMAO; RODRIGUEZ, 2008). A regido Nordeste destaca-se como a quarta maior
produtora de tomate do pais, com uma producdo de 611.764 toneladas. Dentre os estados do
Nordeste, 0 Maranhédo ocupa a 6° posicao na producdo de tomate com 4.739 toneladas em 228
hectares de area plantada (IBGE, 2011).

Taxonomicamente, o0 tomateiro pertence a classe Dicotiledoneae, ordem
Tubiflorae e familia Solanaceae. Originalmente, de acordo com Linnaeus, o tomateiro foi
inicialmente integrado ao género Solanum, recebendo a denominacdo Solanum lycopersicon
L.. Entretanto, em 1754, Miller, reclassificou essas plantas, criando um novo género
denominado Lycopersicon, renomeando o tomateiro cultivado como Lycopersicon esculentum
Mill. (ALVARENGA, 2004). Contudo, estudos baseados em técnicas moleculares utilizando
DNA mitocondrial, demonstraram que os tomateiros e as espécies do género Solanum, tais
como as batatas, estdo muito relacionados filogeneticamente, apoiando desta forma a incluséo
dessas espécies novamente dentro do género Solanum, retornando para a nomenclatura
inicialmente proposta por Linnaeus (S. lycopersicon L.), gerando muitas divergéncias entre
botanicos adeptos a taxonomia classica e adeptos de técnicas mais modernas (PERALTA,
SPOONER, 2000).



15

Naturalmente, o tomateiro tem o crescimento em forma de arbusto. Em
consequéncia de sua regido de origem, o tomateiro, como toda planta da familia Solanaceae, é
sensivel a variacdo extrema de temperaturas. Com excesso de calor, had abortamento ou
inibicdo da floracdo. Em temperaturas proximas a 0 °C ocorre a morte das folhas. Em
conseqiiéncia dessa especificidade, as variedades de tomate sdo melhoradas visando o local, a
forma de cultivo e sua finalidade para o consumo (CAMARGO et al., 2006).

2. O Patdgeno: Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici Snyder & Hansen

Os fungos sdo microrganismos causadores do maior nimero de doencas na
tomaticultura. Cerca de 15 % dos custos de producdo do tomate sdo atribuidos ao uso de
fungicidas no combate de doencas causadas por este grupo de patogenos. Os fungos de solo,
particularmente, sdo mais dificeis de serem controlados, requerendo medidas integradas de
manejo de doencas (LOPES; REIS; BOITEUX, 2005). A fusariose do tomateiro é causada
pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Sacc.) W.C Snyder & H.N. Hansen, e
ocorre em todas as regides do Brasil. Na década de 70, nas areas em que 0 cultivo ja estava
estabelecido por um periodo mais longo, era comum a destruicdo de 100 % das plantas
cultivadas ou a reducdo drastica do periodo de colheita, devido a morte prematura das plantas,
pela ocorréncia de patdgenos (REIS; LOPES, 2007).

O género Fusarium compreende espécies habitantes do solo e de substratos
organicos, estando amplamente distribuidos em todo o mundo (BURGESS, 1981). Possuem
ampla gama de hospedeiros, incidindo tanto na parte vegetativa como reprodutiva, causando
podriddes de raizes, murchas vasculares, amarelecimento e necrose foliar (EDEL et al., 1997).
O fungo sobrevive no solo na forma de clamiddsporos (estruturas de resisténcia) e em restos
culturais. A identificacdo das espécies de Fusarium, tradicionalmente baseada em
caracteristicas culturais, morfoldgicas (conidioforos, conidios e clamidosporos), e, mais
recentemente, atraves da producdo de micotoxinas, tem gerado controvérsias em relacéo a
identificacdo das espécies (ALEXOPOULOS et al., 1996). Fusarium oxysporum é uma das
espécies de maior variabilidade dentro do género Fusarium, possuindo populacBes
patogénicas e ndo patogénicas, formae speciales (f. sp.) para um dnico, e para grupo de
hospedeiros (BAAYEN et al., 2000). Esse fungo é disseminado pelas sementes, tanto
externamente como internamente. Embora seja predominantemente um fungo de solo, a baixa

taxa de transmissdo pela semente deve ser observada, tendo em vista que, se essa semente for
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lancada em solo ndo contaminado, pode levar ao surgimento da doenca nessas &reas
(GOULART, 1998; CASSETARI NETO; MACHADO, 2000).

Em hortalicas, fungos habitantes do solo, tais como Fusarium oxysporum, em suas
diversas formas especializadas, causam problemas em todo o mundo (REIS; LOPES, 2007).
Esta espécie pertence atualmente ao filo Ascomycota, classe Ascomycetes e ordem
Hypocreales. Espécies fitopatogénicas distribuidas dentro do género Fusarium, dentre as
quais F. oxysporum, tem sua fase teleomorfica desconhecida, sendo uma espécie grupo
composta de dezenas de espécies que necessitam ser claramente definidas e separadas de
maneira adequada (LESLIE; SUMMERELL, 2006).

Fusarium oxysporum € um sapréfita ativo, abundante no solo e matéria organica,
sendo algumas forma specialis fitopatogénicas especificas a determinados hospedeiros. Sua
habilidade saprofitica torna possivel a sobrevivéncia em solos durante o periodo de colheita,
em restos de plantas infectadas. Em plantas, o micélio dos fungos invade o tecido vascular e,
junto com os conidios, blogueiam o xilema, evitando, desse modo, 0 movimento de agua. Se
uma quantidade suficiente de vasos for bloqueada, ocorre 0 sintoma mais caracteristico, a
murcha (MONTEIRO et al., 2004). Das formas especializadas de F. oxysporum, uma das
mais importantes em hortalicas no Brasil tem sido a espécie Fusarium oxysporum
Schlechtend.:Fr. f. sp. lycopersici (Sacc.), causadora da Fusariose do tomateiro (REIS;
LOPES, 2007). O agente causal da Fusariose do tomateiro recebeu inicialmente a
denominacdo Fusarium oxysporum Achal. subsp. lycopersici Sacc., em 1886. Em 1935 foi
denominado de Fusarium lycopersici Sacc., e novamente classificado no mesmo ano,
recebendo a denominagdo de Fusarium bulbigenum (Cke. e Mass.) Wr. e Reinking.
Finalmente, o nome do patdgeno foi reclassificado e fixado como Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici (Sacc.) W.C Snyder & H.N. Hansen, em 1940 (VALE et al., 2000).

O fungo F. oxysporum f. sp. lycopersici apresenta micélio septado, coldnias pouco
coloridas inicialmente, mas com a idade tornam-se amarelas, e sob determinadas condicdes,
adquire cor rosa palida ou coloracdo purpurea (VALE et al., 2000). Nesta espécie sdo
produzidos dois tipos de esporos assexuais: microconidios, macroconidios, além de estruturas
de resisténcia chamadas clamidésporos (AGRIOS, 2005). Os microconidios sdo produzidos
abundantemente em fialides simples, apresentando formato oval a elipsoide, ligeiramente
curvado e sem septos, medindo 5,5-14,5 uym x 2-3,5 um (média 5,7 x 2,6 um). Os
macroconidios sdo esparsos a abundantes, produzidos em conidiéforos ou na superficie de
esporoddquios, apresentando formato fusiforme e pontiagudo nas extremidades, com as

paredes finas, e trés a cinco septos, medindo 23,5-36 um x 3,5-5,5 um (média 31,2 x 39 pum).
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Os clamiddsporos apresentam paredes espessas, duplas e rugosas, formato globoso e podem
ser formados isolados ou nas extremidades de conididforos ou intercalados nas hifas, ou nos
macroconidios, constituindo as estruturas de resisténcia (NELSON; TOUSSOUN;
MARASAS, 1983; LESLIE; SUMMERELL, 2006). E comum aparecer macroconidios na
superficie das plantas mortas pelo patdgeno, formando agrupamentos semelhantes aos
esporodoquios (AGRIOS, 2005).

Os clamidosporos de F. oxysporum podem ter uma ou duas células
(KUROZAWA,; PAVAN, 2005). Estas estruturas sdo resultantes da transformacao das hifas,
medindo de 7-11 um (VALE et al., 2000). Clamidosporos sdo considerados estrutura de
resisténcia do patdgeno e podem permanecer viaveis no solo na auséncia do hospedeiro por
anos. Por isso é importante ressaltar a ado¢cdo de medidas que impegcam a entrada do fungo,
em areas que a Fusariose ainda ndo foi constatada (COSTA; ZAMBOLIM; VENTURA,
2007).

3. A doenca Fusariose:

A cultura do tomateiro estd sujeita a varias doencas que podem limitar sua
producdo. Muitas destas s6 podem ser controladas eficientemente quando é adotado um
adequado programa de manejo integrado, envolvendo o uso de variedades resistentes e a
adocdo de medidas de exclusdo, erradicacdo e protecdo (KUROZAWA; PAVAN, 2005).
Cerca de 200 doencas de causas bioticas e abidticas sdo conhecidas afetando a tomaticultura
em todo mundo. Vérias destas doencas podem ocorrer a0 mesmo tempo, resultando em
grandes danos e prejuizos ao agricultor, podendo assim limitar a producao.

A Fusariose do tomateiro ocorre em todos os estados brasileiros, causando
dréstica reducdo na colheita, morte prematura das plantas ou destruicdo de todas as plantas
(JULIATTI, 2001). A Fusariose pode se manifestar em qualquer estadio de desenvolvimento
do tomateiro, mas, € mais comum em plantas no inicio de florescimento e frutificacdo
(KUROZAWA,; PAVAN, 2005). Em corte transversal no caule e raizes da planta doente,
observa-se uma descoloracdo vascular que evidencia a presenca do patdgeno (NELSON,
1981). Os sintomas manifestados em mudas produzidas em viveiros sdo o clareamento das
nervuras das folhas e curvamento dos peciolos. No campo, o sintoma mais tipico € o
amarelecimento das folhas, geralmente a partir das mais velhas, em plantas em inicio de
frutificacdo (VALE et al., 2004). Como consequéncia do avanco sistémico do fungo, através

do xilema, o amarelecimento progride para as folhas mais novas, sendo seguido de murcha da
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planta nas horas mais quentes do dia, até que a murcha se torna irreversivel (VALE et al.,
2000). O escurecimento dos tecidos vasculares infectados € mais intenso na base do caule,
sendo uma caracteristica marcante, embora ndo exclusiva da doenca. A planta quando
infectada, também pode apresentar crescimento retardado (LOPES; REIS; BOITEUX, 2005).

O desenvolvimento da doenca é favorecido por temperaturas entre 21°C e 33°C,
sendo a Otima, a 28°C. Plantas cultivadas em solos &acidos, pobres, com pouca &gua e
deficientes em calcio, tendem a serem mais afetadas (KUROZAWA; PAVAN, 2005). Solos
com alta infestacdo de nematoides também podem contribuir para 0 aumento da severidade da
doenca em alguns casos, em funcéo dos ferimentos causados nas raizes, que servem de porta
de entrada para o patogeno (LOPES; REIS; AVILA, 2003).

Nenhuma medida de controle quimico é efetiva e economicamente viavel no
controle da Fusariose do tomateiro (BLANCARD, 1996). Medidas de erradicacdo, como a
queima dos restos culturais para diminuir a quantidade de indculo, seriam relevantes se todos
0s produtores a adotassem concomitantemente, 0 que na maioria das vezes ndo ocorre nas
regibes produtoras de tomate (VALE et al., 2004). Nas areas onde a Fusariose ainda néo
ocorre, 0 manejo pelo principio da exclusdo, visando o impedimento da entrada do patégeno
na area de cultivo, é o mais importante (COSTA; ZAMBOLIM; VENTURA, 2007). Em éreas
onde o patdgeno ja se encontra estabelecido, um dos métodos mais eficazes de controle de
perdas, causadas pelo fungo, é o controle genético, através do plantio de cultivares resistentes
(REIS et al., 2005). Apesar de ser considerada destrutiva e de ocorréncia generalizada, a
Fusariose vem-se tornando secundaria para a tomaticultura, gracas ao desenvolvimento de
cultivares com altos niveis de resisténcia (LOPES; REIS; AVILA, 2003). No entanto, faz-se
necessaria a busca por outros métodos de controle dessa doenca, sendo o controle biolégico,
através do tratamento de sementes e pulverizacdes em plantas, uma alternativa viavel. O
controle bioldgico é definido como a reducdo do inéculo ou da atividade deletéria de um
patdgeno, através de um ou mais organismos que ndo o homem, porém com a participacéo
ativa deste (MARIANO, 2000).

O indculo do patdgeno em questdo inclui suas estruturas vegetativas e
reprodutivas, enquanto que a sua atividade deletéria envolve o crescimento, capacidade
infectiva, viruléncia, agressividade e colonizacdo do hospedeiro, dentre outros atributos
responsaveis pelo desenvolvimento da doenca. Os organismos empregados em controle
biolégico, também chamado de agentes de controle bioldgicos ou antagonistas, interferem na
sobrevivéncia ou atividades deletérias dos patdgenos, através de diversos mecanismos de

acao, e podem agir, tambem, aumentando a resisténcia da planta hospedeira.
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O controle biolégico € uma medida econémica, ambientalmente segura e
geralmente de facil aplicacdo pelo produtor, sendo amplamente empregado dentro de um
manejo ecoldgico de doencas. No manejo ecoldgico de doencas, o objetivo é a reducdo da
capacidade de patdgenos causarem perdas significativas na producdo, evitando-se
desequilibrios ambientais, a0 mesmo tempo em que se procura reduzir a dependéncia de
INSUMOS aos agroecossistemas, tornando o processo de produgdo menos oneroso. Pode ocorrer
de maneira espontanea, ou como resultado da manipulacdo pelo homem, sendo condicionado
por mecanismos de controle bioldgicos ligados aos patdgenos, aos hospedeiros ou ao meio
ambiente, bem como por aspectos culturais dos agricultores e demais agentes de
desenvolvimento (SOGLIO, 2004).

Atualmente, a agricultura sustentadvel busca o manejo adequado dos recursos
naturais, evitando a degradacdo ambiental, de forma a satisfazer as necessidades atuais e das
geragdes futuras. Um dos objetivos é a reducdo do uso dos agroquimicos, o que implica no
maior uso dos processos bioldgicos nos sistemas agricolas, € menos usos de insumos, como
pesticidas (ZAMBOLIM, 2000).

O controle quimico de diversas doencas de plantas é feito através do uso de
fungicidas, mas a auséncia de especificidade e os riscos a salde humana, e ao ambiente,
apresentados por este tipo de defensivo agricola, acentuam a necessidade de novas formas de
controle, principalmente o controle biol6gico através de microrganismos, como virus,
bactérias e outros (ALVES, 1998).

4. Biocontrole com utilizacéo de Bacillus sp.

Os géneros de bactérias antagonistas de maior prevaléncia sdo as Pseudomonas do
grupo fluorescentes (P. putida e P. fluorescens), Bacillus spp., Streptomyces spp. e
representantes da familia Enterobacteriaceae (CAMPOS SILVA et al., 2008). Em especial, o
género Bacillus spp. se destaca por apresentar uma multiplicidade de mecanismos
antagonicos. Apresentam longa manutencdo e sobrevivéncia em nichos ecoldgicos
especificos, com grande versatilidade nos mecanismos de acdo para driblar as defesas dos
fitopatogenos.

Dentre 0os géneros mais utilizados em biocontrole de doencas de plantas, destaca-
se o0 Bacillus com grande vantagem em relagdo a outros agentes de biocontrole, devido a sua
capacidade de formar esporos, os quais sdo tolerante ao calor e ao frio, bem como as

condigcdes extremas de pH, a defensivos, fertilizantes e ao tempo de estocagem. Essas
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vantagens permitem a utilizacdo deste microrganismo na formulacdo de produtos mais
estaveis e viaveis e, sua aplicacdo no tratamento por via foliar (BACKMAN et al., 1997,
KLOEPER et al., 1989), outra vantagem do género Bacillus se deve ao seu rapido
crescimento em meio liquido e a auséncia de patogenicidade da maioria das espécies
(SHODA, 2000).

Grande parte da pesquisa envolvendo controle bioldgico pelo género Bacillus,
enfatiza a espécie Bacillus subtilis Ferdinand Cohn, que € tipicamente uma rizobactéria, que
se associa as folhas formando biofilme com caracteristicas ecologicas de simbiose (ASAKA;
SHODA, 1996; DAVEY; O'TOOLE, 2000; KILIAN et al . , 2000; GARDENER, 2004) . E
tida como uma das espécies biocontroladoras mais eficazes por apresentar atividade bioldgica
contra uma série de microrganismos causadores de doencas de plantas, o que pode ser
atribuido, em grande parte, a producdo de lipopeptidicos ativos (ASAKA; SHODA, 1996;
KILIAN et al., 2000; KONDOH et al.,, 2001; BERNAL et al., 2002; BAIS et al., 2004;
GARDENER, 2004) , bem como a habilidade de colonizar a planta.

O género Bacillus pertence ao Dominio Bactérias, Classe Bacilli, Familia
Bacillaceae, gram positiva (MADIGAN et al., 2004). O potencial antagdnico de bactérias foi
estudado em varios trabalhos de controle biolégico de doengas em plantas (BETTIOL;
KIMATI, 1990). Ao verificar a inibicdo do crescimento micelial de Pyricularia grisea
(Cooke) Sacc por B. subtilis, Nascimento (2009) notou que, com 0 aumento da concentragao
da solucdo, onde isolados de B. subtilis foram multiplicados, no meio de cultura, houve um
aumento na porcentagem de inibicdo do crescimento micelial de Pyricularia oryzae Cav.,
ocorrendo diferencas entre os isolados do antagonista. Hassni et al (2007), em estudos de
microganismos que inibem Fusarium oxysporum f.sp. albedinis, constataram que isolados de
Bacillus spp., Pseudomonas spp., € Rahnella aquatilis foram capazes de induzir reacdes de
defesa em plantas sem causar mortalidade de mudas.

Diversas espéecies de Bacillus sdo citadas como produtoras de antibidticos,
podendo secretar metabdlitos comercialmente importantes como enzimas aminoliticas e
enzimas proteoliticas (BETTIOL; GHINI, 1995). Lazzaretti et al (1994) estudando o
antagonismo de B. subtilis aos principais patdgenos associados a sementes, observaram a alta
capacidade dos metabolitos produzidos por B. subtilis de inibirem os fungos patogénicos
associados as sementes de feijao e trigo.

No Brasil, utilizam-se produtos a base de B. thuringiensis para controle de cerca
de 30 pragas de importancia agricola, porém a area total em que esses produtos sao aplicados

corresponde a 150.000 hectares. As principais limitagdes séo o elevado custo, a concorréncia
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com produtos quimicos e a falta de investimento dos setores publicos e privados, no
desenvolvimento e formulagdo desses produtos (POLANCZYK; ALVES, 2003). Neste
aspecto, Gelernter e Schwab (1993) e Navon (2000) afirmam que diversos fatores limitam a
utilizacdo dos biopesticidas: 0 seu custo, que na maioria das vezes € superior ao dos
inseticidas quimicos; a baixa persisténcia em campo da maioria das formulacGes; o baixo

espectro de acdo, a ineficacia contra pragas de solo e endofiticas.

5. Biocontrole com utilizacao de Trichoderma spp.

Os fungos do género Trichoderma sp. Person sdo de grande importancia
econbmica para a agricultura, uma vez que sdo capazes de atuarem como agentes de controle
de doencas de varias plantas cultivadas, atuam como promotores de crescimento e indutores
de resisténcia de plantas a doenca (MOHAMED; HAGGAG, 2006). Algumas linhagens
desses fungos vém recebendo grande atencdo da pesquisa, também, por sua versatilidade de
acao. Estas sdo capazes de produzir enzimas que degradam paredes celulares de outros fungos
e produzem também substancias antifungicas (antibioticos), apresentam diversidade de
estratégias de sobrevivéncia que as tornam altamente competitivas no ambiente, e
extraordinaria capacidade de proliferacdo na rizosfera (MELO, 1996, RESENDE et al., 2005).
Ademais, certos isolados se mostram resistentes aos fungicidas, caracteristica que os fazem
potenciais agentes biorremediadores (RESENDE et al.,, 2005). A literatura disponivel
demonstra que os fungos desse género possuem amplas possibilidades para aplicacao, tanto
no biocontrole de patdgenos foliares, quanto de patdgenos habitantes do solo (LOUZADA et
al., 2004).

No controle bioldgico de doencas causadas por patégenos de solo, os fungos sdo
0s principais agentes antagonicos. Micoparasitas como fungos do género Trichoderma,
pertencentes a familia Hypocreaceae, o qual forma estruturas de sobrevivéncia como 0s
clamiddsporos, tém sido considerados eficazes no biocontrole de fitopatdgenos,
principalmente de fitopatdgenos que apresentam estruturas de resisténcia consideradas dificeis
de serem atacadas, como esporos, esclerddios, clamiddsporos e microesclerdcios (MELO,
1996). No Brasil, existem diversos produtos comerciais a base de Trichoderma, como:
Trichodermil, possuindo como ingrediente ativo, o T. harzianum, que atua sobre varios
patdgenos de diferentes culturas, como no controle de Rhizoctonia solani Kihn, em arroz; e
Tricovab a base de T. stromaticum, utilizado no controle de Moniliophthora (= Crinipellis)

perniciosa (Stahel), causador da vassoura-de-bruxa do cacaueiro. Segundo Ramirez et al.
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(1995), o género Trichoderma foi descrito em 1794 para quatro espécies de fungos, e em
1969 foi novamente classificado por Rifai, para nove espécies (RIFAI, 1969). Atualmente,
mais de 150 espécies sdo conhecidas, a maioria delas descritas antes do ano 2000. Antes de
1969, quase todas as espécies de Trichoderma relatadas na literatura foram identificadas como
T. viride, porém hoje essa espécie é conhecida como oriunda do Hemisfério Norte
(SAMUELS, 2012).

De acordo com Melo (1991), as espécies de Trichoderma apresentam
caracteristicas sobrepostas, o que torna dificil a classificacdo de isolados. Esse género
pertence ao Reino Fungi, Filo Ascomycota, Classe Euascomycetes, Ordem Hyproceales,
Familia Hypocreaceae (KRUGNER; BACCHI, 1995). Trichoderma é tido como um fungo
saprofita que apresenta frutificagdes de duas naturezas, a forma teleomorfica ou sexuada, e
frutificacbes assexuadas ou clonais, a forma anamorfica. Habitualmente, para cada espécie
existe uma forma anamorfica e uma forma teleomorfica (FIGUEIREDO, 2007).

O género Trichoderma é caracterizado por possuir conidiéforos hialinos muito
ramificados e ndo verticilados, fialides individuais ou em grupo, conidios unicelulares,
hialinos, ovoides e formados de pequenos ramos terminais (KUBICEK; HARMAN, 2002).
Os conididéforos ndo sdo bem definidos e os conidios tendem a acumular-se dentro de massas
pulvinadas (SAMUELS, 2012).

Fungos do género Trichoderma podem atuar por diferentes mecanismos de agéo,
como: antibiose, parasitismo, competicdo e inducdo de resisténcia (MELO, 1998). A
determinacdo desses efeitos depende de muitas interacbes que ocorrem no solo entre
Trichoderma spp., raizes da planta e outros microrganismos (ASKEW; LAING, 1993,
PORRAS et al., 2007).

A antibiose é definida como uma interacdo entre organismos na qual um ou mais
metabolitos produzidos por um organismo tem um efeito danoso sobre o outro (BETTIOL,
1991). Algumas espécies de Trichoderma produzem metabdlitos tdxicos volateis e ndo-
volateis, que impedem a colonizacdo através de microrganismos antagonizados; tais como
acido harzianico, alameticinas, tricholinas, antibioticos, 6- pentil - pirano, massoilactona,
viridinas, gliovirinas, glisopreninas, acido heptelidico e outros que ja foram descritos.

Micoparasitismo &€ o fendmeno que consiste em um microrganismo parasitar o
outro. Os micoparasitas atacam hifas e estruturas de reproducdo e sobrevivéncia dos
patdgenos de plantas, reduzindo a infeccdo e o indculo do patdgeno. O Micoparasitismo néo
deve ser confundido, portanto, como a Micopredacdo, a qual envolve ataque, penetracdo e

morte do fungo antagonizado (VINALE et al., 2008). Trichoderma spp. podem atuar em
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biocontrole direto, infectando uma série de fungos fitopatogénicos através da a¢do de enzimas
como quitinases, glucanases e proteases (HARMAN, 2004). O micoparasitismo realizado por
Trichoderma ocorre sobre varios fungos, inclusive Fusarium oxysporum, com o enrolamento
de hifas, sitios de penetracdo, invasdo de hifas e crescimento intracelular por isolados de T.
longibrachiatum (MELO, 1991). Ja Sivan; Chet (1989) comprovaram que o isolado T-35 de
T. harzianum, embora tenha produzido B-1, 3- glucanase e quitinase, micoparasitando R.
solani e Pythium aphanidermatum (Eds.) Fitz, ndo apresentou a mesma acdo sobre F.
oxysporum, sendo que a interferéncia deve ter ocorrido em funcéo da atuacdo das proteinas da
parede celular do patdgeno que devem ter interferido na agcdo das enzimas, aumentando sua
resisténcia a lise.

A competicdo € um processo de interacdo entre dois ou mais organismos,
comprometidos na mesma agdo. A competicdo entre microrganismos ocorre principalmente
por nutrientes, espago e oxigénio (BETTIOL, 1991; BAKER, DICKMAN, 1993) e, mesmo
sendo um mecanismo importante, e extremamente dificil de ser comprovado, o que ndo ocorre
com a antibiose e o micoparasitismo (HARMAN, 2000). Segundo Harman et al. (2004),
Trichoderma sp. compete pelos exsudatos liberados pelas sementes no processo de
germinacao que estimulam a germinacéo de propéagulos de fungos fitopatogénicos. De acordo
com Howell (2003), a competicdo é uma das principais caracteristicas de isolados de
Trichoderma, usados como agentes de biocontrole, pois somente assim terdo capacidade de se
desenvolver na rizosfera. No caso do controle da Fusariose do tomateiro, o agente de
biocontrole precisa ser altamente competitivo pra estabelecer-se no solo e impedir a acdo do
patégeno.

A inducdo dos sistemas de defesa da planta é um outro mecanismo utilizado por
agentes de biocontrole, como Trichoderma spp. Esse processo ocorre quando as plantas
expostas a um agente indutor, tem seus mecanismos de defesa ativados, ndo apenas no sitio de
inducdo como também em outros locais dele distantes, de forma mais ou menos generalizada
(ROMEIRO, 1999).

Amorim; Itamar (1999) testaram a agéo conjunta de isolados de T. harzianume T.
koningii, e de uma suspensao de rizobactérias contendo Pseudomonas putida, P. fluorescens e
Bacillus subtilis em raizes de mudas de Citrus sp, que foram transplantadas para substratos
pré-infestados com Phytophthora nicotianae (= parasitica) Dastur e Phytophthora
citrophthora (Sm. & Sm.) Leonian. O tratamento controlou os dois patégenos.

Na estratégia de controle bioldgico classico, enquanto os fungicidas possuem um

efeito temporario e necessitam de repetidas aplicacGes durante o ciclo das culturas, os agentes
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de controle bioldgico sdo capazes de se estabelecer, colonizar e dispersar no ecossistema
(AVILA et al., 2005). Entretanto, o aspecto mais importante a ser considerado, qualquer que
seja a estratégia utilizada, é que esses agentes bioldgicos constituem alternativa viavel para
diminuir o potencial de inéculo de patdgenos habitantes do solo, sem trazer danos ao meio
ambiente (MELLO et al., 2007).
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Capitulo 11
ACAO ANTIFUNGICA in vitro DE ISOLADOS DE Bacillus sp. SOBRE Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici.
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ACAO ANTIFUNGICA in vitro DE ISOLADOS DE Bacillus sp. SOBRE Fusarium

oxysporum f. sp. lycopersici.*

ODENILSON DE DEUS RIBEIRO LIMA?, ANTONIA ALICE COSTA RODRIGUES?

RESUMO - Obijetivou-se avaliar o antagonismo exercido por diferentes espéecies de Bacillus
no controle micelial in vitro contra F. oxysporum f. sp. lycopersici. Para a avaliacdo do
antagonismo de dez isolados de Bacillus a F. oxysporum f. sp. lycopersici, foi realizado o
pareamento entre fungo e bactéria pelo Método do Circulo. Foram utilizados meio liquido
BD (Batata-Dextrose), e transferidos discos de meio BDA contendo a col6nia dos isolados de
Bacillus, permanecendo durante 15 dias em camera BOD. Apds esse periodo, adicionou-se
Agar, que apds autoclavagem, foi vertido em placas de Petri. No centro das placas foram
colocados discos de cultura do patégeno. O delineamento experimental adotado foi o
inteiramente casualizado com 11 tratamentos e seis repeti¢cdes. De acordo com os resultados,
foi verificado que todos os isolados diferiram estatisticamente da testemunha. Os isolados
B12 (Bacillus sp.), B41 (Bacillus cereus), B22’ (Bacillus pentothenticus), B45 (Bacillus
cereus), B47 (Bacillus cereus) apresentaram as menores médias de didametro da col6nia. Para
0 estudo da inibicdo do crescimento micelial de F. oxysporum f. sp. lycopersici pela produgéo
de metabolitos termoestaveis, cinco isolados diferiram estatisticamente da testemunha sdo
eles: B35 (B. pumilus) ,B47 (Bacillus cereus), B22’ (B. pentothenticus), B12 ( Bacillus sp.) e
B41 (B. cereus), sendo os dois ultimos tratamentos, 0s que apresentaram 0S menores
diametros de colbnia do fitopatdgeno, com 2,89 e 3,81 cm, respectivamente. Os isolados
B12 e B41 foram capazes de inibir 67,88 % e 57,66 % do F. oxysporum f. sp. lycopersici.
Esses resultados ressaltam a possibilidade de utilizacdo dos isolados do género Bacillus no

combate a Fusariose.

Palavras-Chave: Solanum lycopersicon L, Antagonismo, Bacillus spp.



33
34

35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65

33

ANTIFUNGAL ACTION OF Bacillus sp. ON Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, in

vitro.

ABSTRACT - This study aimed to assess the quality of antagonism and metabolites
produced by different species of Bacillus in the control mycelia in vitro against F. oxysporum
f. sp. lycopersici. For evaluating the antagonism of Bacillus spp. F. oxysporum f. sp.
lycopersici was performed pairing of fungus and bacteria in vitro by the Method of the Circle.
The experimental design was completely randomized with 11 treatments and five repetitions.
In the method for detection of metabolic products secreted by Bacillus spp. were prepared 200
ml portions BD (Potato Dextrose) in Erlenmeyer flasks, and these discs transferred PDA
media containing bacteria (Bacillus spp.) and remained for 15 days in BOD camera. After this
period, was added 3 g of agar in each flask, and autoclaved broth and poured into Petri dishes.
In the center of the plates were placed discs culture of the pathogen being evaluated on the
tenth day. The experimental design was completely randomized with 11 treatments and six
repetitions. According to the results in experiment based on the method of the circle through
the antagonism of ten isolates of Bacillus spp. F. oxysporum f. sp. lycopersici, at 10 days
showed that all treatments were statistically different from control. Special mention to strains
B12 (Bacillus sp.), B41 (Bacillus cereus), B22' (Bacillus pentothenticus), B45 (Bacillus
cereus), B47 (Bacillus cereus) that exhibited the lowest average diameter of the colony. To
study the inhibition of mycelial growth of F. oxysporum f. sp. lycopersici by antibiotics
secreted in broth agar autoclaved for ten isolates of Bacillus spp., five differ statistically from
the control they are: B35 (B. pumilus), B47 (B. cereus), B22' (B. pentothenticus), B12
(Bacillus sp.) and B41 (B. cereus) the latter two treatments showed the best results of the
pathogen colony diameters and 3.81 to 2.89 cm, respectively. B12 and B41 Isolates showed
that their antibiotic products were able to inhibit 67.88 % and 57,66 % of F. oxysporum f. sp.
lycopersici. These results highlight the possibility of using isolates of the genus Bacillus in

the fight against Fusarium wilt in tomato.

Keywords: Solanum lycopersicon L., Antagonism, Bacillus spp.



66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
9%
97
98
99

34

INTRODUCAO

O tomateiro (Solanum lycopersicon L.) tem a sua origem na zona andina da América do
Sul e pertence a familia das Solanaceas. E amplamente difundido no Brasil, e apresenta
grande importancia comercial, tanto para o consumo in natura quanto para industrializagdo
(FILGUEIRA, 2000; ALVARENGA, 2004).

Em 2011, o Brasil produziu 4,4 milhdes de toneladas de tomate em 69.529 hectares de
area plantada, havendo um aumento tanto da producéo, quanto na area plantada da cultura, em
relagdo ao ano de 2010. A regido Nordeste destaca-se como a quarta maior produtora do
tomate do pais, com uma producdo de 611.764 toneladas. Dentre os estados do Nordeste, 0
Maranh&o ocupa a 6° posi¢do na producdo de tomate com 4.739 toneladas, em 228 hectares de
area plantada (IBGE, 2011).

A cultura do tomateiro é afetada por diversas doencgas de importancia econémica, que
podem ser de origem bacteriana, fangica, virdtica ou causada por nematoides. Entretanto,
mais da metade das doencas infecciosas do tomateiro sdo causadas por fungos, sendo que
estes podem infestar todos os 6rgdos das plantas. Dentre as doencas mais preocupantes estdo
aquelas causadas por fungos que atacam as plantas a partir do sistema radicular, destacando-
se a Fusariose causada por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici Snyder & Hansen, que s&o
agrupados em trés racas. As racas 1 e 2 sdo amplamente distribuidas no mundo, e a raca 3
apresenta uma distribuicdo geografica mais restrita.

H& ocorréncia de Fusariose em todos os estados brasileiros, causando reducdo da
colheita devido a morte prematura das plantas ou destruicdo de todas elas (JULIATTI, 2001).

O agente causal desta doenca pode sobreviver no solo por longos periodos de tempo,
sendo o controle quimico e o cultural pouco efetivo, o que pode limitar o plantio de tomate
em determinadas areas (JONES, 1991; LOPES et al., 2003; REIS et al., 2004).

A deficiéncia de alternativa no controle da Fusariose, associada as condi¢des ambientais
favoraveis ao fungo, inviabilizam o cultivo econémico do tomate no Estado do Maranhdo,
exigindo assim a importacdo desta hortalica de outros estados. Tal situagdo, onera 0s custos
ao produtor, diminuindo bastante a acessibilidade da populagdo a este produto bastante
consumido pela sociedade. O que resulta em prejuizos, tanto para o produtor quanto para o
consumidor, refletindo de forma negativa na cadeia produtiva.

Diante do exposto, a utilizagdo de microrganismos em sistemas agroecologicos tem sido
cada vez mais empregada no controle bioldgico de doencas de plantas, e com a crescente

preocupacdo da sociedade com 0 uso excessivo de agrotoxicos, contaminacdo da cadeia
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alimentar e a pouca eficiéncia do controle quimico para a Fusariose do tomateiro, objetivou-se
nesse trabalho, avaliar o antagonismo de isolados de Bacillus pela sua acéo direta e pela agéo

de seus metabolitos secundarios sobre o agente causador da Fusariose do tomateiro.
MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram conduzidos no Laboratério de Fitopatologia localizado no Ndcleo de
Biotecnologia Agrondmica — NBA da Universidade Estadual do Maranhdo — UEMA, Campus
de S&o Luis, durante o periodo de setembro de 2010 a agosto de 2012. Apds isolamento e
confirmacéo da patogenicidade de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, os isolados foram

submetidos a trés ensaios distintos que avaliaram a a¢do antagdnica dos isolados de Bacillus.

Obtengéo, Isolamento e Teste de Patogenicidade de isolados de F. oxysporum f. sp.

lycopersici e Bacillus spp.

Foram utilizados os isolados de F. oxysporum f. sp. lycopersici e de Bacillus spp. da
Micoteca “Prof® Gilson Soares da Silva” — MGSS, do laboratério de Fitopatologia da UEMA,
preservados em solo autoclavado e meio de cultura BDA, respectivamente. Os isolados foram
selecionados e transferidos para placas de Petri contendo meio de cultura Batata-Dextrose-
Agar (BDA), posteriormente foram repicados e transferidos para tubos de ensaio para

conservacao de culturas puras.

Para o preparo do indculo do patégeno, o isolado foi transferido para placas de Petri
contendo meio de cultura BDA e mantidas em condi¢cdes ambientes por sete dias. Apos esse
periodo, foi adicionado 20 mL de agua destilada em cada placa e utilizando lamina de vidro,
foi efetuada a raspagem das col6nias, em seguida com o auxilio da camara de Neubauer a
suspensdo foi ajustada para 1 x 10° conidios.mL™ e inoculadas em plantas de tomateiro com
30 dias de idade. A avaliagéo foi efetuada através da incidéncia da Fusariose, para selecdo do

isolado mais virulento.

As observacdes para avaliar a acdo antagonica dos isolados de Bacillus ao F. oxysporum

f. sp lycopersici foram realizadas com os seguintes testes in vitro.
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Avaliacdo do antagonismo de Bacillus a Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici in

vitro.

Para o estudo do efeito antagonista de Bacillus spp. X F. oxysporum f. sp. lycopersici,
foi realizado um experimento in vitro, pelo Método do Circulo. Inicialmente, os isolados de
Bacillus spp. foram cultivados em meio de cultura BDA (Batata-Dextrose-Agar) por 48 horas
e o isolado de F. oxysporum f. sp. lycopersici por sete dias, ap0s este periodo de cultivo
transferiu-se assepticamente para placas de Petri com 9 cm de didmetro contendo meio de
cultura BDA, um disco de 6,0 mm de didmetro do fitopatégeno, colocando-o0s no centro da
placa. Com auxilio de uma alca de platina, inoculou-se a bactéria, na mesma placa formando
um circulo com diametro, aproximadamente de 5 cm. Para o tratamento controle ou
testemunha foi utilizado somente fitopatdgeno cultivado em meio BDA, com fotoperiodo de
12 horas (MARIANO, 1993).

A avaliacdo foi efetuada ao décimo dia, pela inibicdo do crescimento micelial, para isso
foram efetuadas medi¢cdes do didmetro das colbnias, em dois sentidos diametralmente
opostos, com auxilio de uma régua milimetrada, definindo-se uma média para cada col6nia. O
delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, com 11 tratamentos e
cinco repeticdes.

A percentagem de inibicdo do crescimento micelial foi calculada pela formula de (P.1.C)
(MENTEN et al., 1976), onde:

P1C= Crescimento da testemunha — Crescimento tratamento x 100

Crescimento da testemunha

Avaliacdo da producao de metabdlitos termoestaveis produzidos por Bacillus spp.
a F. oxysporum f. sp. lycopersici.

No método para deteccdo qualitativa de antibioticos (MDA), foram acondicionadas
por¢des de 200 ml de BD (Batata-Dextrose) em frascos de Erlenmeyer, e transferidos discos
de meio BDA contendo a bactéria (Bacillus spp.), com sete dias de idade. Os frascos
permaneceram durante 15 dias, sem agitacdo, a uma temperatura de 26 + 0,5 °C, na presenga
de luz. Apds esse periodo, foram adicionadas 3 g de Agar em cada frasco, e estes

autoclavados por 20 minutos a 120° C, e o caldo agarizado foi vertido em placas de Petri, de 9
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cm de didmetro. No centro das placas foram colocados discos de cultura de F. oxysporum f.
sp. lycopersici e mantidas por 15 dias a uma temperatura de 26 + 0,5°C, com fotoperiodo de
12 horas, em BOD.

A avaliacdo do potencial de antagonismo foi realizada ao décimo dia medindo-se em
dois sentidos diametralmente opostos com auxilio de uma régua milimetrada, definindo-se
uma média para cada col6nia. Os didmetros das colénias do patdégeno foram comparados com
a testemunha, cujo patégeno se desenvolveu em meio BDA. O delineamento experimental
adotado foi o inteiramente casualizado, 11 tratamentos e seis repeticoes.

A percentagem de inibic&o do crescimento micelial foi calculada pela férmula de (P.1.C)
(MENTEN et al., 1976), onde:

PI1C= Crescimento da testemunha — Crescimento tratamento x 100

Crescimento da testemunha

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacdo do antagonismo de Bacillus spp a Fusarium oxysporum f.sp. lycopercisi

in vitro.

No experimento baseado no Método de Circulo através do antagonismo de 10 isolados
de Bacillus spp. a F. oxysporum f. sp. lycopersici, aos 10 dias observou-se que todos
mostraram efeito inibidor ao patégeno avaliado, ou seja, todos os tratamentos diferiram

estatisticamente da testemunha ( Tabela 1).
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Tabela 1. Avaliacédo da inibicdo do crescimento micelial de Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici pelo Método do Circulo por isolados de Bacillus. S&o Luis, 2012.

Tratamento Diametro da colbnia (cm) PIC (%)
B35 6,90 b 11,53
B40 6,70 b 14,10
B16 6,60 b 15,38
B22 6,41 b 17,82
B47 4,57 cd 41,41
B45 4,49 cd 42,43
B22’ 4,41 cd 43,46
B41 4,14 cd 46,92
B12 3,94 d 49,48
B25 4,79 ¢ 38,58

Testemunha 7,80 a -

*Médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem entre si, pelo Teste de Tukey,
ao nivel de 5% (p<0,5) de significancia. CV(%) = 6,64. T= testemunha; B45, B41, B47=
B. cereus; B35, B25= B. pumilus; B16= B. macerans; B22= B. polymyxa; B22’= B.
pentothenticus; B12= Bacillus spp.; B40= Bacillus sp.

Os isolados B12 (Bacillus sp.), B41 (Bacillus. cereus), B22* (Bacillus pentothenticus),
B45 (Bacillus cereus), B47 (Bacillus cereus) e B25 (Bacillus pumilus) induziram as menores
médias de didmetro da colbnia do patdgeno. Os isolados B35 (Bacillus pumilus), B40
(Bacillus sp.), B16 (Bacillus macerans), B22 (Bacillus polymyxa) diferiram estatisticamente
da testemunha, porém as médias de crescimento micelial de F. oxysporum f. sp. lycopersici
foram maiores.

Pode-se afirmar com base nos resultados, que os isolados podem ter agido de diferentes
formas ou mecanismos de acdo contra o F. oxysporum f. sp. lycopersici como producéo de
compostos volateis e antibidticos, de forma isolada ou com todas esses mecanismos. Na
literatura, menciona-se que o género Bacillus pode produzir todos esses produtos antagdnicos
como os encontrados por Vieira-Junior (2005), que verificou no bioensaio in vitro que B.
cereus (UFV-75) foi capaz de produzir sideréforos, compostos volateis, bacteriocinas e

enzima quitinase. E fato estabelecido que enzimas como quitinases, celulases e glucanases,
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sejam sintetizadas por microrganismos também como mecanismos de antagonismo (DUFFY,
2003) e que, em muitas situacdes, esse mecanismo pode explicar, pelo menos em parte, o
controle bioldgico de enfermidades de plantas promovido por alguns agentes procariotas.

E importante notar que dentre esses isolados, a presenca da espécie de Bacillus cereus é
marcante. Esta espécie tem sido descrita por varios autores como biocontroladora de doencas
de plantas. Vieira-Junior (2005) avaliando 500 isolados de procariotas residentes do filoplano
do feijoeiro in vitro, constatou que o isolado UFV-75 (Bacillus cereus) foi capaz de inibir, a
germinacdo de conidios e crescimento micelial de todos os patdgenos testados. Ja
Nascimento (2009) no ensaio com dezoito isolados de Bacillus spp., no controle do
crescimento micelial de Pyricularia grisea, observou a promocao da inibicdo do crescimento
micelial de quinze isolados, aos quatorze dias, ap0s 0 pareamento com destaque para 0S
isolados B41 (B. cereus), B33 (B. polymyxa), BSB1 (B. lentus), B6 ( Bacillus sp.), B31 (B.
pumilus).

O género Bacillus apresenta grande potencial de uso no controle biolégico de diversos
patdgenos em diferentes culturas. Na cultura do milho, Shiomi (2007) observando o
antagonismo de bactérias endofiticas do milho como B. subtilis OG, B. lentimorbus e
Streptomyces sp. aos fungos de solo Phytium aphanidermatum (Eds.) Fitz, Fusarium
moniliforme (Sheld.), Rhizoctonia solani (Kihn) e Sclerotium rolfsii Sacc., e ao fungo foliar
Exserohilum turcicum (Pass.) K.J. Leonard & Suggs, constatou que, de forma geral, todos 0s
isolados selecionados apresentaram atividade antagdnica aos patdgenos desafiantes com
destaque as bactérias Bacillus subtilis OG e Bacillus lentimorbus. Na cultura do Mamoeiro,
Paz (2010) investigando o efeito fungistdtico de nove isolados de Bacillus contra
Corynespora casiicola (Berk & Curt.) Wei., observou que o isolado 1so31 (Bacillus cereus)
apresentou o melhor resultado na inibicdo do crescimento micelial, com 63,36 %, através do
confronto no pareamento bactéria x fungo.

O antagonismo direto exercido contra fitopatégenos tem o envolvimento dos
mecanismos de antibiose, como a sintese de substancias antimicrobianas, a competicdo por
espaco e nutrientes e a sintese de compostos volateis (LEELASUPHAKUL et al., 2008).
Assim, Melo (2005) em ensaio in vitro, com bactérias endofiticas de mandioca frente ao
Phytium aphanidermatum a fim de escolher as melhores linhagens de bactéria concluiu que o
B. pumilus apresentou um potencial de biocontrole pelo confronto em meio agarizado. Em um
segundo ensaio, foram adicionados outros dois patégenos, Rhizoctonia solani e Sclerotium
rolfsii, e como resultado desta avaliacdo, apresentaram melhores atividades antagonicas, B.

pumilus, B. cereus, B. antracis. Estes resultados corroboram com os desta pesquisa, pois as
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espécies de B. pumilus e B.cereus presentes neste experimento também apresentaram
atividade antagonica satisfatoria.

O biocontrole ao F. oxysporum f. sp. lycopersici foi de 49,48 % de inibicdo do
crescimento micelial pelo isolado B12 de Bacillus spp. Resultados semelhantes foram obtidos
por Amorim; Melo (2002) estudando a acdo antagbnica de rizobactérias contra dois fungos
habitantes do solo, Phytophthora nicotianae (= parasitica) Dastur e P. citrophthora (Sm. &
Sm.) Leonian, em citros nos quais sete isolados bacterianos apresentaram atividade
antagbnica a Phytophthora spp. dentre eles os mais significativos na inibicdo do crescimento
micelial aos desafiantes pertenciam ao género Bacillus. Acredita-se que 0s mecanismos de
acdo dessas rizobactérias em controlar os fitopatdgenos esteja relacionada a producdo de
compostos toxicos (antibiose) e de siderdforos (competicédo por ferro).

Diversos autores tém verificado o potencial antagdnico de Bacillus com bons resultados
de inibicdo ao crescimento dos fungos fitopatogénicos. Kupper et al. (2003) estudando 64
isolados de Bacillus subtilis, 4 isolados de Bacillus spp., e um isolado de B. thuringiensis,
guanto a sua atividade antagonica contra Colletotrichum acutatum Simmonds, observaram
que todos apresentaram efeito inibitdrio ao fungo avaliado. A mesma observacao foi feita por
Furlani et al. (2007), em que todos os isolados de Bacillus sp. promoveram inibi¢do de
crescimento micelial de C. acutatum, reforcando o potencial biocontrolador desse género de
bactérias.

Foi constatado, também, que Bacillus obtidos de culturas diferentes das testadas,
apresentaram resultados satisfatorios, como os encontrados por Pusey e Wilson (1984) em
experimento com pds-colheita, no qual houve o controle da podriddo parda em diversos tipos
de frutas com a pulverizacédo de isolados de B. thuringiensis e B. subtilis, 0 que mostra que
microrganismos isolados de uma espécie de hospedeiro podem realizar, de maneira efetiva,

controle de patdgenos em diferentes espécies.

Avaliacdo da producédo de metabdlitos termoestaveis mediados por Bacillus spp. a

F. oxysporum f. sp. lycopersici.

No estudo da inibicdo do crescimento micelial de F. oxysporum f. sp. lycopersici pelos
antibioticos secretados em caldo agarizado por dez isolados de Bacillus spp., cinco diferiram
estatisticamente da testemunha sdo eles: B35 (B. pumilus), B47 (Bacillus cereus), B22 (B.
pentothenticus), B12 ( Bacillus sp.) e B41 (B. cereus) sendo os dois Ultimos tratamentos que

apresentaram 0s menores diametros de col6nia do fitopatogeno, com 2,89 e 3,81 cm ,
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respectivamente (Tabela 2). Esses resultados indicam que os antibidticos presentes no caldo
agarizado autoclavado sdo termoestaveis, ou seja, resistem a altas temperaturas sem perder as
caracteristicas antifungicas, e que seu modo de antagonismo a outros microrganismos €
principalmente a antibiose.

Resultados semelhantes obtiveram Santos et al. (1998), testando B. subtilis contra
Puccinia psidii Winter, onde verificaram inibi¢do de germinacéo de uredioniosporos, tanto em
caldo natural como autoclavado, considerando a termoestabilidade dos metabolitos

produzidos por B. subtilis, independente da presenca de células vivas.

Tabela 2. Médias da inibicdo do crescimento micelial de Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici submetidos a produtos metabdlitos de diferentes isolados de Bacillus spp. Séo
Luis, 2012.

Tratamento Diémetro da Colbnia PIC (%)
(cm)

B35 7.51 bc 16.55
B16 8.66 a 3,77
B22 891a 1,00
B45 89la 1,00
B40 8.66 a 3,77
B25 8.20 ab 8,88
B47 6.73 cd 25,22
B22’ 6.15d 31,66
B41 38le 57,66
B12 2.89¢e 67,88

Testemunha 9.00 a 0

*Médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem entre si, pelo Teste de Tukey,
ao nivel de 5% (p<0,5) de significancia. CV(%) = 6,91. T= testemunha; B45, B41, B47=
B. cereus; B35, B25= B. pumilus; B16= B. macerans; B22= B. polymyxa; B22’= B.
pentothenticus; B12= Bacillus spp.; B40= Bacillus sp.

Os isolados B12 e B41 mostraram que seus produtos antibioticos foram capazes de

inibir 67,88 % e 57, 66 %, respectivamente, o crescimento micelial de F. oxysporum f. sp.
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lycopersici. Em trabalho realizado por Rollemberg (2008), para deteccdo de compostos
antifungicos extracelulares termoestaveis, verificou-se que houve a produgdo de um composto
com essas caracteristicas contra Colletotrichum gloesporioides, C. acutatum e Glomerella
cingulata. Furlani et al. (2007) obtiveram resultados contrarios aos desta pesquisa, na qual
avaliando a inibicdo de crescimento de Colletotrichum acutatum em trés condigdes diferentes,
caldo bacteriano, caldo bacteriano filtrado, e caldo bacteriano filtrado e autoclavado com
isolados de B. subtilis, ndo observou inibicdo ao crescimento do fitopatdgeno em caldo
autoclavado.

No entanto, observacdo contraria foi constatado por Kupper et al (2009), investigando o
efeito dos metabolitos termoestaveis produzidos por B. subtilis na germinacdo de
Colletotrichum acutatum observaram que dos nove tratamentos de agente de controle, apenas
um isolado de B. subtilis ndo produziu metabdlitos tdxicos termoestaveis em quantidades
suficientes para inibir a germinacgdo do patégeno. Em um estudo anterior, Kupper et al. (2003)
avaliando 69 isolados de Bacillus spp., quanto a producdo de metabdlitos, verificaram com
excecdo de dois isolados, que todos os outros tratamentos diferiram estatisticamente da
testemunha revelando que o0s metabolitos produzidos mostraram-se termoestaveis e
mantiveram suas atividades mesmo apos autoclavagem.

Grande parte dos microrganismos envolvidos no controle biol6gico atua através de
antibiose, onde ocorre a intera¢do entre organismos, um metabélito produzido por um deles
tem um efeito prejudicial sobre o outro. A producdo de metabdlitos pode resultar na completa
lise e dissolucdo da estrutura celular e independe do contato fisico entre 0s microrganismos
(BETTIOL; GHINI, 1995), dessa forma, a busca por microrganismos antagbnicos a fungos
fitopatogénicos tem aumentado (BENITEZ et al., 2004). Diversas espécies de Bacillus sdo
citadas como produtoras de antibidticos, podendo secretar metabdlitos comercialmente
importantes, como enzimas aminoliticas e enzimas proteoliticas (BETTIOL; GHINI, 1995).

Gomes et al. (2001) selecionando e avaliando antagonistas para o controle biol6gico da
pinta-preta causada por Cylindrocladium spathulatum EI-Gholl, observou a producdo de
metabolitos por trés isolados, sendo dois deles pertencente ao género Bacillus, ja os outros
isolados pesquisados estimularam o crescimento do patégeno.

Os resultados desses experimentos ddo indicios de que os isolados B12 (Bacillus sp.),
B41 (B. cereus) possam ser utilizados em experimentos de campo, devido a suas propriedades
antifingicas ja constada contra Corynespora cassiicola (PAZ, 2010), Pyricularia grisea

(NASCIMENTO, 2009), e contra Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici.
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CONCLUSAO

No ensaio em que foi avaliado o antagonismo de isolados de Bacillus pelo Método do
Circulo, os isolados B12 (Bacillus spp.), B41 (Bacillus. cereus), B22’ (Bacillus
pentothenticus), B45 (Bacillus cereus) e B47 (Bacillus cereus), apresentaram as menores
médias de crescimento micelial de F. oxysporum f. sp. lycopersici. Os isolados B12
(Bacillus spp.) e B41 (Bacillus cereus) foram os mais eficientes na producdo de metabdlitos,
inibindo o crescimento micelial do F. oxysporum f. sp. lycopersici, sendo a antibiose seu

principal mecanismo de agéo.
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AVALIACAO in vitro DE ISOLADOS DE Trichoderma
spp. SOBRE Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici.
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AVALIACAO in vitro DE ISOLADOS DE Trichoderma spp. SOBRE Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici.*

ODENILSON DE DEUS RIBEIRO LIMA?, ANTONIA ALICE COSTA RODRIGUES?

RESUMO - Objetivou-se neste trabalho avaliar o antagonismo exercido por isolados de
Trichoderma spp. no controle micelial in vitro contra F. oxysporum f. sp. lycopersici. No
pareamento de culturas, dez isolados Trichoderma foram avaliados em placas de Petri
contendendo meio BDA, nas quais foram colocados discos do patégeno e do antagonista e
encubados a temperatura ambiente, durante cinco dias. O antagonismo foi avaliado em uma
escala de classes de 1 a 5. O efeito in vitro de metabolitos volateis foi avaliado em placas de
Petri contendo meio BDA, pelo método das placas sobrepostas. Foram utilizados dez isolados
de Trichoderma spp., e cada tratamento constou de um isolado mais testemunha, com cinco
repetices. A acdo antagbnica através da producdo de metabolitos foi avaliada pelo método da
membrana filtrante. A avaliacdo foi realizada ap6s sete dias pela medicdo unidirecional do
crescimento do patégeno. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado,
contendo cinco repeticGes. As diferencas entre as médias foram determinadas pelo teste de
Tuckey a 5 %. Todos os isolados se diferenciaram da testemunha quanto a agdo antagénica de
Trichoderma, mostrou-se eficiéncia na inibicdo do crescimento micelial de F. oxysporum f.
sp. lycopersici, porém ndo houve diferenca significativa entre os isolados. Através da técnica
das placas sobrepostas, os isolados T7 e T8, inibiram 24,5 % do crescimento micelial do
patégeno, destacando-se dos demais, mesmo assim essa inibicdo ndo foi inferior a 50 %,
sendo entdo, os isolados classificados como ineficientes. Com relagdo a avaliacdo do efeito de
metabolitos ndo voltateis, os isolados que apresentaram os melhores resultados foram T3,
T10, T11, T12, T13, e T14, diferenciando-se dos demais, destacam-se os isolados T12 e T14
por apresentarem percentual de inibicdo superior a 50 %, sendo estes isolados tambem

classificados como moderadamente eficientes.

Palavras-Chave: Solanum lycopersicon L., Antagonismo, Trichoderma spp.
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EVALUATION in vitro OF Trichoderma spp. ISOLATES ON Fusarium oxysporum f.
sp. lycopersici.*

ODENILSON DE DEUS RIBEIRO LIMA?, ANTONIA ALICE COSTA RODRIGUES?

ABSTRACT - The objective of this study was to evaluate the antagonism and quality of
metabolites produced by Trichoderma spp. in controlling mycelial against F. oxysporum f. sp.
lycopersici. In pairing cultures, ten Trichoderma were evaluated in Petri dishes contending
PDA medium on which are placed discs of the pathogen and the antagonist and incubated at
room temperature for five days. The antagonism was assessed on a scale of classes 1 to 5. The
in vitro effect of volatile metabolites was evaluated in Petri dishes containing PDA medium
by the method of overlapping plates. We used ten isolates of Trichoderma spp., And each
treatment consisted of a single most control, with five repetitions. The antagonistic action
through the production of toxic metabolites was evaluated by membrane filtration. The
evaluation was made after seven days by measuring unidirectional growth of the pathogen.
The experimental design was completely randomized with five replicates. Differences
between means were determined by the Tukey test at 5%. All isolates differ from the control
on the antagonistic action of Trichoderma, showing very efficient in inhibiting the mycelial
growth of F. oxysporum f. sp. lycopersici, but there was no significant difference among the
isolates. Through the technique of overlapping plates, the isolates that showed the best results
were T7 and T8, which inhibited 24.5% of mycelial growth of the pathogen, standing out
from the others, yet this inhibition was not less than 50%, and Then, the isolates classified as
inefficient. Regarding the assessment of the effect of metabolites not voltateis, isolates that
showed the best results were T3, T10, T11, T12, T13, and T14, differing from the others,
stand out isolates T12 and T14 for presenting percentage greater than 50% inhibition, and

these isolates also classified as moderately effective.

Keywords: Solanum lycopersicon L., Antagonism, Trichoderma spp.
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INTRODUCAO

O tomateiro, Solanum lycopersicon L., pertence a familia das Solanaceae, e apesar de
ser uma planta herbacea e perene, porém € cultivada como uma planta anual. A espécie
cosmopolita de tomateiro € oriunda de um estreito territorio limitado ao norte pelo Equador e
ao sul pelo norte do Chile. Antes da colonizagdo espanhola, o tomate foi introduzido no
México, onde passou a ser cultivado e melhorado (FILGUEIRA, 2003). Em 2011, o Brasil
produziu 4,4 milhdes de toneladas de tomate em 69.529 hectares de area plantada, havendo
um aumento tanto da produ¢do quanto na area plantada da cultura em relagcdo ao ano de 2010.
A regido Nordeste destaca-se como a quarta maior produtora do tomate do pais, com uma
producdo de 611.764 toneladas. Dentre os estados do Nordeste o Maranhdo ocupa a 6°
posicdo na producdo de tomate com 4.739 toneladas em 228 hectares de area plantada (IBGE,
2011).

Embora se reconheca o potencial da tomaticultura, sabe-se que esta cultura esta sujeita a
ocorréncia de doencas influenciadas por fatores, como o clima, a cultivar plantada, a
qualidade da semente, o tipo de solo, o manejo da cultura, dentre outros, além da escassez de
medidas eficientes para o controle de patdgenos.

A cultura do tomateiro esta sujeita a doencas que podem limitar sua producdo. Muitas
destas s6 podem ser controladas eficientemente quando é adotado um adequado programa de
manejo integrado, envolvendo o uso de variedades resistentes e a ado¢do de medidas de
exclusdo, erradicacdo e protecdo (KUROZAWA; PAVAN, 2005). Cerca de 200 doencas de
causas bioticas e abioticas sdo conhecidas afetando a tomaticultura em todo mundo. Varias
destas doencas podem ocorrer a0 mesmo tempo, resultando em grandes danos e prejuizos ao
agricultor, podendo assim limitar a producéo.

A Fusariose € uma das doencas de maior importancia econémica que afetam o
tomateiro. O uso de cultivares resistentes constitui 0 método mais eficaz de controle desta
doenca, no entanto existem algumas limitagdes como o nivel de resisténcia parcial, e quase
sempre nado esta disponivel aos produtores, principalmente no estado do Maranhao.

Nos métodos classicos de controle bioldgico, enquanto os fungicidas possuem um efeito
temporario e necessitam de repetidas aplicacGes durante o ciclo das culturas, os antagonistas
sdo capazes de se estabelecer, colonizar e dispersar no ecossistema (AVILA et al. 2005). No

entanto, o aspecto mais importante a ser considerado, independente da estratégia utilizada, é
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que esses agentes bioldgicos constituem alternativa vidvel para reduzir o potencial de inoculo
de patdgenos habitantes do solo, sem trazer danos ao ambiente (MELLO et al., 2007).

Os fungos do género Trichoderma sdo de grande importancia econdmica para a
agricultura, haja vista que sdo capazes de atuarem como antagonistas no controle de doencas
de vérias plantas cultivadas, promotores de crescimento e elicitores de plantas a doencas
(MOHAMED; HAGGAG, 2006; FORTES et al., 2007). Algumas linhagens desses fungos
vém recebendo grande destaque por sua versatilidade de acdo. Estas linhagens produzem
enzimas que degradam paredes celulares de outros fungos e também substancias antifingicas
(antibidticos), apresentam diversidade de mecanismos de sobrevivéncia que as tornam
altamente competitivas no ambiente e excelente capacidade de proliferagdo na rizosfera
(MELO, 1996, RESENDE et al., 2004). Ademais, certos isolados se mostram resistentes aos
defensivos quimicos, caracteristica que os fazem potenciais agentes biorremediadores
(RESENDE et al., 2004). Varios autores demonstram que os fungos do género Trichoderma
possuem diversas possibilidades para aplicacdo, tanto no biocontrole de patégenos foliares,

guanto no de patdgenos radiculares.

MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram conduzidos no Laboratério de Fitopatologia localizado no Ndcleo de
Biotecnologia Agrondmica — NBA da Universidade Estadual do Maranhdo — UEMA, Campus
de S&o Luis, durante o periodo de setembro de 2010 a agosto de 2012. Apdés isolamento e
teste de patogenicidade do Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, os isolados foram
submetidos a trés ensaios distintos que avaliaram a acdo antagbnica dos isolados de

Trichoderma spp.

Obtengéo, Isolamento e Teste de Patogenicidade de isolados de F. oxysporum f. sp.

lycopersici e Trichoderma spp.

Foram utilizados os isolados de F. oxysporum f. sp. lycopersici e de Trichoderma spp.
da Micoteca “Prof® Gilson Soares da Silva” — MGSS, do laboratorio de Fitopatologia/UEMA,
preservados em solo autoclavado e meio de cultura BDA, respectivamente. Os isolados foram

selecionados e transferidos para placas de Petri contendo meio de cultura Batata-Dextrose-
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Agar (BDA), posteriormente foram repicados e transferidos para tubos de ensaio para
conservacao de culturas puras dos isolados.

Para o teste de patogenicidade de F. oxysporum f. sp. lycopersici, o isolado foi
transferido para placas de Petri contendo meio de cultura BDA e mantidas em condicGes
ambientes por sete dias. Apds esse periodo, foi adicionado 20 mL de 4gua destilada em cada
placa e, utilizando-se lamina de vidro, foi efetuada a raspagem das colonias, em seguida com
o auxilio da camara de Neubauer, a suspensdo foi ajustada para 1 x 10° conidios.mL™ e
inoculadas em plantas de tomateiro com 30 dias de idade. A avaliacéo foi efetuada através da
incidéncia da Fusariose, para selecdo do isolado mais virulento.

As observacOes para avaliar a acdo antagonica dos isolados de Trichoderma spp. ao F.

oxysporum foram realizadas com base nos seguintes teste in vitro.

Acéo antagobnica in vitro dos isolados Trichoderma spp. a F. oxysporum f. sp.
lycopersici - Método do Pareamento das Culturas

O antagonismo de dez isolados de Trichoderma contra F. oxysporum f. sp. lycopersici
foi avaliado pelo método de culturas pareadas, conforme descrito por Mello et al. (2007). O
pareamento foi realizado em placas de Petri contendo meio BDA, nas quais foram colocados
discos do patdgeno e do antagonista e incubadas a temperatura ambiente, durante cinco dias.
Para cada tratamento foram aplicadas cinco repeticGes. As testemunhas consistiram de placas
contendo somente os isolados do patdgeno. Foram observadas as caracteristicas culturais dos
isolados de Trichoderma pareados com F. oxysporum f. sp. lycopersici.

De acordo com o crescimento em placa, o antagonismo foi enquadrado numa escala
com classes de 1 a 5, proposta por Bell et al. (1982) onde:

Classe 1 : o antagonista cobrira a totalidade da superficie da placa;

Classe 2 : 0 antagonista cobrird ao menos, 2/3 da superficie da placa;

Classe 3 : 0 antagonista cobrira, ao menos, 50% da superficie da placa;

Classe 4 : 0 patdgeno cobrira, ao menos, 2/3 da superficie da placa;

Classe 5 : 0 patdgeno cobrira a totalidade da superficie, anulando o antagonista.

Producdo de metabolitos volateis de Trichoderma spp. e o seu efeito sobre o

crescimento micelial de F. oxysporum f. sp. lycopersici



161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194

53

Baseado no método de Bharat et al. (1980), foi estudado o efeito in vitro de metabdlitos
volateis de célula desses isolados de Trichoderma spp. sobre o crescimento micelial de F.
oxysporum f. sp. lycopersici. Placas de Petri contendo meio BDA foram posicionadas umas
sobre as outras, sendo colocado previamente na parte inferior um disco de agar de 5 mm do
antagonista e na parte superior o fitopatégeno. As placas foram vedadas com membrana
plastica e em seguidas incubadas a 25° C, com fotoperiodo de 12 h por sete dias. Para a
testemunha utilizou-se apenas os discos de F. oxysporum f. sp. lycopersici tanto na parte
inferior quanto na parte superior. Foram utilizados dez isolados de Trichoderma spp., e cada
tratamento constou de um isolado mais testemunha. Para cada tratamento foram aplicadas

cinco repetigdes.

Teste in vitro da acdo antag6nica dos isolados Trichoderma spp. a F. oxysporum

lycopersici, através da produgdo de metabdlitos

A producdo de substancias toxicas de dez isolados de Trichoderma spp. foi avaliada
apos o crescimento dos isolados em meio liquido BD (200g de batata, 20g de dextrose, para
1000 ml de agua), incubados por 72 horas a 26 °C. Apo6s esse periodo, aliquotas desse meio
foram preé-filtradas em papel filtro esterilizado e, em seguida, filtradas atraveés de membrana
com porosidade de 0,22 um. Finalizando a filtragem, aliquotas desse meio foram depositadas
em quatro perfuracdes equidistantes, feitas com auxilio de furador de rolhas (@4 mm) em
meio BDA. Um disco do patdgeno foi colocado no centro dessas placas e incubados a 26 °C.
A avaliagdo foi realizada apds sete dias pela medi¢do unidirecional do crescimento do
patégeno.

O tratamento somente contendo agua destilada e esterilizada - ADE, confrontado com o
patdgeno foi a testemunha. O crescimento radial do patdgeno foi avaliado através da medicédo
unidirecional com uma régua graduada (mm). A percentagem de controle de cada
microagente foi calculada e correspondeu ao crescimento micelial do patdgeno sob influéncia
do microrganismo em relacdo a testemunha. Foi considerada a percentagem de inibicdo do
crescimento radial do patdgeno para classificar os agentes microbianos devido a varia¢do no
desenvolvimento da testemunha de F. oxysporum f. sp. lycopersici. Foram designados
eficientes (E) os microrganismos que inibiram de 80 a 100 % o crescimento radial do
patdgeno. Aqueles que controlaram entre 51 a 79 % foram considerados moderadamente
eficientes (M). Aos que inibiram menos de 50 %, foi atribuida a categoria ineficientes (1)
(LINHARES et al., 1995).
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No delineamento experimental, os tratamentos foram dispostos num desenho
inteiramente casualizado compreendendo cinco repeticGes. As diferengas entre as médias

foram determinadas pelo teste de Tuckey a 5 %.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Teste in vitro da agdo antagonica dos isolados Trichoderma spp. a F. oxysporum f.
sp. lycopersici - Método do Pareamento das Culturas

Todos os isolados se diferenciaram da testemunha quanto a acdo antagbnica de
Trichoderma, mostrando bastante eficiéncia na inibicdo do crescimento micelial de F.
oxysporum f. sp. lycopersici, porém ndo houve diferenga significativa entre os isolados
(Tabela 1).

Tabela 1. Crescimento micelial e percentual de ocupacdo em placa de isolados de F.

oxysporum f. sp. lycopersici pareados com Trichoderma spp.

Crescimento Ocupacéo de .
Tratamento o Parasitismo**  Nota***
Micelial*  Placa (%)

T3 65,5b 65 - 2
T6 58,9b 65 + 2
T7 62,2b 65 - 2
T8 63,3b 50 + 3
T9 66,7b 100 + 1
T10 62,2b 100 + 1
T11 63,3b 65 + 2
T12 65,5b 65 + 2
T13 63,3b 65 + 2
T14 66,7b 65 + 2
TEST. 100a - - -

* As médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si. Foi
aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade.

** Sobreposi¢do do antagonista sobre o patdgeno.
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*** Nota atribuida de acordo com Bell et al., 1982.

Embora todos os isolados tenha se diferenciado da testemunha, ndo foi possivel
observar, no teste de culturas pareadas, isolados com desempenho superior a média, haja vista
que estatisticamente, todos os isolados de Trichoderma foram iguais. No entanto, na pesquisa
realizada por Dennis e Webster (1971), foi relatado que o nivel de controle pode variar ndo
somente em dependéncia do isolado, mas sim das adaptacGes as condigdes bidticas e abidticas
especificas, dentro e entre espécies de Trichoderma. Esse desempenho necessita, portanto, ser
examinado em bioensaios conduzidos sob condic¢des controladas de campo.

Com excecdo dos isolados T3 e T7, todos apresentaram parasitismo positivo, este
resultado reforca dados obtidos por outros autores, evidenciando que, além do parasitismo
direto, outros mecanismos podem estar envolvidos na acdo antagbnica de fungos do género
Trichoderma, tais como competicdo e micopredacdo (BENHAMOU; CHET, 1996; FRAVEL,
2005).

Na tabela 1 estdo apresentados os resultados obtidos de acordo com a Escala de Bell et
al., 1982, observou-se que as maiores percentuais de ocupacdo em placa foram alcancados
pelos isolados T9 e T10, recebendo nota 1, pois cobriram a placa com totalidade, indicando
uma acdo antagonica superior aos demais isolados. Porém, todos os isolados ocuparam pelo
menos 50 % da superficie do meio de cultura, esporulando e, em alguns casos, sobrepondo a
coldnia do patégeno, sugerindo uma ac¢do micoparasita. No entanto, em trabalhos de Louzada
et al (2009), com a avaliacdo ao microscopio eletrénico de varredura de isolados de
Trichoderma, mostraram quem nem todos os isolados promoveram o hiperparasitismo dos

patdgenos.

Antagosnismo de Trichoderma spp. a F. oxysporum f. sp. lycopersici. Técnica das
Placas Sobrepostas

Os dados do crescimento micelial de F. oxysporum f. sp. lycopersici foram registrados
de acordo com a Tabela 2. Através da técnica das placas sobrepostas foi possivel avaliar o
efeito inibitorio da producdo de metabdlitos dos isolados de Trichoderma spp. Os isolados T7
e T8 inibiram 24,5 % do crescimento micelial do patégeno, destacando-se dos demais, no
entanto, essa inibicdo ndo foi superior a 50 %, sendo entdo, os isolados classificados como

ineficientes de acordo com o critério proposto por Linhares et al. (1995).
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Tabela 2. Crescimento Micelial e Percentual de Inibicdo de isolados de F. oxysporum f. sp.
lycopersici submetidos aos metabolitos volateis de Trichoderma spp.

Crescimento

Tratamento Micelial* Inibicdo (%) Reacdo**
T3 4,8hc 15,8 I
T6 4,7bc 17,5 I
T7 4,3c 24,5 I
T8 4,3c 24,5 |
T9 4,55bc 20,0 I
T10 4,55bc 20,0 I
T11 4,7bc 17,5 I
T12 5,1abc 9,6 I
T13 5,2abc 8,8 |
T14 6,05a NC |
TEST. 5,7ab - -

* As médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si. Foi
aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

** Reacdo — Legenda: E = Eficiente (80 a 100 % de inibigdo sobre o crescimento radial do
patdgeno) M = Moderadamente eficiente (51 a 79 %) | = Ineficiente (menos de 50 %)
(Linhares et al., 1995).

A producéo de metabolitos volateis dos dez isolados de Trichoderma spp. testados ndo
apresentou 0 mesmo potencial antagdnico que os isolados de Trichoderma estudos por
Martins-Coder e Melo (1998), no antagonismo a Verticilium dahliae Kleb, e aos isolados de
Trichoderma harzianum no controle de Colletotrichum gloesporioides (Penz.), em trabalhos
de Santos et al. (2009).

O crescimento do fitopatdgeno foi reduzido na presenca de Trichoderma spp.,
comparando com a testemunha, que ao quinto dia, ja tomava quase 100 % da placa, o que esta
de acordo com Dennis e Webster (1971), os quais afirmaram que espécies de Trichoderma
sdo eficientes produtoras de metabdlitos volateis que se propagam por difusdo em meio de
cultura. Esses autores explicam que os antibioticos volateis atuam sobre os fungos suscetiveis
através da inibicdo do crescimento micelial. Entre os metabolitos volateis, ha gases que

afetam o crescimento microbiano.

Entre os efeitos provocados pelos antibioticos, podem ser observadas a reducdo ou
paralisacdo do crescimento e esporulacdo, reducdo na germinagdo de esporos, além de
distor¢cbes na hifa e endolise (BOMFIM et al., 2010). Os antibioticos sdo produtos do
metabolismo secundario de seus produtores, e podem ser mais importantes na inibicdo de

outros organismos do que a competi¢do por nutrientes.
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Todos os isolados testados quanto aos seus metabdlitos volateis apresentaram baixo
potencial inibidor do crescimento micelial de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, como
poder ser observado na Tabela 2. Dessa forma, foram classificados como ineficientes segundo
escala proposta por Linhares et al. (1995), j& que ndo apresentaram inibicdo superior a 50 %,
sendo 0s metabolitos dos isolados T7 e T8 o0s que mais se aproximaram dessa faixa,
alcancando 24,5 % de inibic&o de crescimento em relagéo a testemunha.

Esse resultado, contudo, ndo deprecia o potencial antagénico de Trichoderma spp.
contra F. oxysporum f. sp. lycopersici, uma vez que ja foi evidenciado em trabalhos
anteriores, o potencial de biocontrole do parasitismo direto de outros isolados maranhenses
analisados. Sendo assim, os resultados obtidos contribuem para a utilizacdo dos isolados de
Trichoderma como agentes de biocontrole, uma vez que foi verificada a presenca de duas das
principais ferramentas de antagonismo em estudo, a antibiose e o micoparasitismo. Essas
ferramentas, quando em conjunto, atuam para aumentar a eficiéncia do agente de biocontrole.
A baixa inibicdo de crescimento dos isolados sugere que essa ferramenta seja utilizada como
complemento de outras técnicas de manejo de doencas de plantas, uma vez que 0 Seu
desempenho possui a vantagem de ter um maior raio de acdo, ndo necessitando do contato

direto entre fitopatdgeno e agente de biocontrole.

Teste in vitro da agdo antagonica dos isolados Trichoderma spp. a F. oxysporum

lycopersici, através da producdo de metabolitos

Com relacdo a avaliagdo do efeito de metabdlitos ndo volateis, através técnica da
membrana filtrante, foi possivel avaliar o efeito inibitério da producdo de metabdlitos ndo
volateis dos isolados de Trichoderma spp. Os isolados que apresentaram os melhores
resultados foram T3, T10, T11, T12, T13, e T14, diferenciando-se dos demais, de acordo com
0 teste de Tukey a 5 % de probabilidade, destacam-se os isolados T12 e T14 por apresentarem
percentual de inibicdo superior a 50 %, sendo estes isolados também classificados como
moderadamente eficientes de acordo com o critério proposto por Linhares et al. (1995),
Tabela 3.



303
304

305
306
307
308
309
310
311
312
313
314
315
316
317
318
319
320
321
322
323
324
325
326
327

328

58

Tabela 3. Crescimento Micelial e Percentual de Inibicdo de isolados de F. oxysporum f. sp.
lycopersici submetidos aos metabolitos ndo volateis de Trichoderma spp.

Tratamento Crescimento  Inibigéo Reacdo**
Micelial* (%)

T3 7,5bc 16,7 I
T6 8,6a 4,5 I
T7 8,2ab 8,9 I
T8 8,9a 11 I
T9 8,9 1,1 I
T10 6,7cd 25,5 I
T11 8,6a 4,5 I
T12 3,8e 57,8 M
T13 6,1d 32,2 I
T14 2,8e 68,9 M

TEST. 9,0a - -

* As médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si. Foi
aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

** Reacdo - Legenda: E = Eficiente (80 a 100 % de inibicdo sobre o crescimento radial do
patdgeno) M = Moderadamente eficiente (51 a 79 %) | = Ineficiente (menos de 50 %)
(Linhares et al., 1995).

Os isolados T12 e T14 proporcionaram maior acdo antagbnica no crescimento do
fitopatdgeno, em comparacgao aos outros. A melhor acdo antagdnica nesses tratamentos poder
ser resultado de uma maior producdo de protease e cisteina, enzimas produzidas pelas
espécies de Trichoderma que inativam a capacidade enzimatica do fitopatogeno.

Ao compararmos os tratamentos com a testemunha foi observado que os isolados T6,
T7, T8, T9 e T11 ndo foram eficientes, pois o patdégeno cobriu quase que 100 % das placas.
Os metabdlitos ndo volateis produzidos pelos antagonistas provocam um desenvolvimento
micelial menos denso, reduzindo o tamanho da colénia do patégeno.

Entre os efeitos provocados pela antibiose, podem ser observados a reducdo ou
paralisacdo do crescimento e esporulacdo, reducdo na germinacdo de esporos, além de
distorcGes na hifa e enddlise. Os antibidticos sdo produtos do metabolismo secundario de seus
produtores, e podem ser mais importantes na inibicdo de outros organismos do que a
competi¢éo por nutrientes.

Além de antibidticos, isolados de Trichoderma spp. produzem enzimas, como a
celulase e hemicelulase, as quais degradam materiais lignoceluloliticos e causam danos a
parede de células da fungos fitopatogénicos (MELO, 1996).

O antagonismo ocasionado pela produgdo de metabdlitos secundarios ndo volateis,

mesmo ndo apresentando amplo espectro de acdo, é eficiente pelo contato direto destas
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substancias entre antagonista e fitopatdgeno. A antibiose € o Unico mecanismo de acgdo
observado e evidenciado nesse tipo de bioensaio, pois a producdo de metabdlitos ndo leva em
consideracdo a acdo direta de antagonista, e sim de produtos secundarios do seu metabolismo.

Em trabalhos realizados por Sanchez et al. (2007), foi observado que o parasitismo de
T. longibrachiatum em Thielaviopsis paradoxa foi feito através da producdo de enzimas
extracelulares que degradaram os constituintes da parede celular e de metabdlitos difusiveis
ndo volateis que também foram envolvidos no antagonismo por Trichoderma sp. No entanto,
a capacidade de biocontrole depende de varios outros fatores, além da antibiose, como a
micopredacdo, 0 micoparasitismo e a competicdo, sendo estes mecanismos verificados

somente com o confronto direto entre antagonista e fitopatogeno.

CONCLUSAO

No primeiro bioensaio, em que foi avaliado o antagonismo de Trichoderma spp. pelo
Pareamento de Culturas, todos os isolados diferiram da testemunha, porém ndo houve
diferenca estatistica entre os isolados. No segundo bioensaio, avaliando o antagonismo pela
acdo de metabolitos volateis produzidos por Trichoderma, os isolados T7 e T8 inibiram
24,5% do crescimento micelial do patdgeno. No terceiro bioensaio, avaliando o efeito
inibitério de metabdlitos ndo volateis, T3, T10, T11, T12, T13 e T14, diferenciando-se dos
demais, destacando-se T12 e T14, por apresentarem percentual de inibicdo superior a 50 %,
sendo estes isolados também classificados como Moderadamente Eficientes. O controle
bioldgico, através de introducdo de antagonistas, pode ser considerado uma alternativa viavel

para o controle de enfermidades de acordo com estudos in vitro.
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