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RESUMO

A murcha de Fusarium causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum, é
uma das principais doencas que ocorrem no Feijdo caupi. Desta forma, o presente trabalho
teve como objetivo avaliar a resisténcia de cultivares de Feijao caupi a murcha de
Fusarium e o efeito inibitdrio in vitro produzido por isolados de Bacillus spp. sobre o F.
oxysporum f. sp. thacheiphilum Realizou-se dois testes de resisténcia com seis cultivares
de Caupi: BRS Aracé, BRS Pujante, BRS Guariba, BRS Tumucumaque, BR-17 Gurguéia
e Manteiguinha. As cultivares foram adubadas com esterco bovino no primeiro ensaio e
adubo quimico NPK 15-15-20 no segundo ensaio. As plantas foram inoculadas com o
fitopatdgeno e avaliadas a reacdo das cultivares 21 dias apds a inoculacdo pela escala de
notas. O delineameento experimental foi inteiramente casualizado com seis cultivares e
dez repeti¢cdes no primeiro experimento e seis cultivares e cinco repeti¢des, no segundo
experimento. Para as avaliacdes de severidade (SVD) as médias foram comparadas pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade. A atividade antagonista foi avaliada por dois
métodos: metabolitos termoestaveis e pareamento pelo método de circulo. A avaliagido do
potencial de antagonismo foi realizada ao quarto, quinto e décimo dia medindo-se em
dois sentidos diametralmente opostos com auxilio de uma régua milimetrada, definindo-
se uma média para cada colonia. Os experimentos constavam de seis tratamentos e cinco
repeticdes. Para os dois métodos avaliados delineamento foi inteiramente casualizado e
as médias foram comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. As cultivares
BRS Aracé e BRS Pujante apresentaram maior resisténcia ao fitopatégeno. No segundo
experimento constatou-se que as cultivares BR-17 Gurguéia, BRS Tumucumaque e BRS
Guariba, apresentaram maior susceptibilidade a murcha de Fusarium. Na avaliacdo do
potencial de metabdlitos termoestaveis as espécies de Bacillus todos demonstraram
antagonismo ao F. oxysporum f. sp. tracheiphilum, pois todos produziram metabolitos
capazes de inibir o crescimento do patégeno. No método de circulo, aos cinco e dez dias
constatou-se que todos os tratamentos com o isolado Bacillus spp. apresentaram efeito
inibidor sobre o crescimento micelial do fungo F. oxysporum f. sp. tracheiphilum. Desta
forma, a identificacio de variedades resistentes € o controle biolégico por
microrganismos apresenta-se como alternativa inteligente para reducdo ou eliminagdo do
uso de agroquimicos no controle de fitopatdgeno.

Palavras-Chave: Controle biol6gico, murcha de Fusarium, vigna unguiculata
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ABSTRACT

Fusarium wilt caused by the fungus Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum, is one of
the major diseases that occur in cowpea beans. The objective of this work was to evaluate
the resistance of Fusarium wilt cowpea cultivars and the in vitro inhibitory effect
produced by Bacillus spp. on F. oxysporum f. sp. thacheiphilum Two resistance tests were
carried out with six Caupi cultivars: BRS Aracé, BRS Pujante, BRS Guariba, BRS
Tumucumaque, BR-17 Gurguéia and Manteiguinha. The cultivars were fertilized with
bovine manure in the first assay and NPK 15-15-20 chemical fertilizer in the second
assay. The plants were inoculated with the phytopathogen and evaluated the reaction of
the cultivars 21 days after inoculation by the grading scale. The experimental
delineameento was completely randomized with six cultivars and ten replicates in the first
experiment and six cultivars and five replicates in the second experiment. For severity
assessments (SVD) the means were compared by the Tukey test at 5% probability. The
antagonist activity was evaluated by two methods: thermostable metabolites and pairing
by the circle method. The evaluation of the potential of antagonism was performed on the
fourth, fifth and tenth days measured in two diametrically opposed directions with the aid
of a millimeter ruler, defining an average for each colony. The experiments consisted of
six treatments and five replicates. For the two evaluated methods the design was
completely randomized and the means were compared by the Tukey test at 5%
probability. The cultivars BRS Aracé and BRS Pujante presented greater resistance to the
phytopathogen. In the second experiment, the cultivars BR-17 Gurguéia, BRS
Tumucumaque and BRS Guariba, showed higher susceptibility to Fusarium wilt. In the
evaluation of the potential of thermostable metabolites the Bacillus species all showed
antagonism to F. oxysporum f. sp. tracheiphilum, since they all produced metabolites
capable of inhibiting the growth of the pathogen. In the circle method, at 5 and 10 days,
it was verified that all the treatments with the isolate Bacillus spp. showed an inhibitory
effect on the mycelial growth of fungus F. oxysporum f. sp. tracheiphilum. In this way,
the identification of resistant varieties and the biological control by microorganisms
presents / displays like intelligent alternative for reduction or elimination of the use of
agrochemicals in the control of phytopathogen.

Key words: Biological control, Fusarium wilt, vigna unguiculata
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1 INTRODUCAO

O Feijao caupi, feijao de corda ou feijao macassar (Vigna unguiculata (L.) Walp.)
tem grande importancia econdmica e social para a regido Nordeste do Brasil, uma vez
que ¢ um dos alimentos bésicos das populacdes de baixa renda dessa localidade (LIMA
et al., 2011). O cultivo de Feijao caupi € realizado predominantemente sob o regime de
sequeiro em solos de baixa a média fertilidade, com uso, de baixa tecnologia. Outra
caracteristica € o seu cultivo em regides com regime hidrico mal distribuido (BENVINDO
et al., 2010).

O Feijao caupi € uma cultura importante para enfrentar as possiveis mudancas
climéticas, como o aumento da temperatura e a reducdo da disponibilidade de 4gua
(CARVALHO et al., 2017a). Nesse sentido, variedades tradicionais da espécie que
preservam alta variabilidade genética quanto a caracteres de tolerancia ou resisténcia a
fatores bidticos e abidticos, podem auxiliar os programas de melhoramento no
desenvolvimento de cultivares mais produtivas (CARVALHO et al., 2017b).

Essas variedades também vém sendo selecionadas pelos agricultores ao longo do
tempo, o que contribui para sua evolugdo, mas essa selecdo ¢ muito menos intensa quando
comparada a realizada nos programas de melhoramento. A evolucio dessas variedades
também € influenciada pelos manejos adotados pelos agricultores familiares, o que as
torna mais habilitadas a atender suas necessidades (CUNHA et al., 2013).

Os principais cultivos agricolas no Brasil sdo afetados por diversas doencgas de
importancia econdmica, que podem ser de origem bacteriana, flingica, viral ou causada
por nematéides. Essas doencas levam a diminui¢io na producio podendo chegar até a
perda total da lavoura, causando assim grandes prejuizos econdmicos aos produtores.
Dentre as doengas mais preocupantes estdo aquelas causadas por fungos que atacam desde
o inicio até o final do ciclo da cultura afetando todas as partes da planta (BRAGA
JUNIOR et. al., 2017).

O feijoeiro € afetado por fungos que habitam o solo, entretanto, os mais
importantes sdo os que causam infec¢des nas raizes, como Fusarium solani (podridao das
raizes), no hipocdétilo e nas hastes: F. oxysporum f. sp. tracheiphilum (murcha de fusario),
(EMBRAPA, 1990).

A resisténcia genética destaca-se como uma ferramenta extremamente util no
manejo de doengas causadas por fitopatogenos habitantes do solo. O controle genético

desses parasitas deve ter sido praticado inconscientemente pelos primeiros agricultores,
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ao selecionarem materiais por vezes mais produtivos por serem menos suscetiveis as
doencas radiculares. Contudo, a demonstracdo que a resisténcia era uma caracteristica
controlada geneticamente s6 se deu apds a redescoberta dos trabalhos de Mendel, no
inicio do século XX. Desde entdo, grandes avancos ocorreram, estabelecendo o estudo da
resisténcia de plantas a doengas como um importante ramo da Fitopatologia (LIMA;
ASSUNCAO; VALLE, 2005).

A ocorréncia e a severidade da murcha de Fusarium tém aumentado, devido,
principalmente, a falta de cuidados necessarios com os métodos preventivos de controle.
Além disso, quase nao ha estudos sobre as perdas no rendimento, contudo, sabe-se que
os danos provocados por esta enfermidade sdo muito varidveis, podendo afetar apenas
algumas plantas ou até 80% da lavoura, isto porque a murcha do fusério inicia-se em
pequenas reboleiras e, apds alguns anos de cultivo dissemina-se por toda drea
(SARTORATO et al., 1994).

A grande diversidade de microrganismos, bem como, suas relacdes antagonicas,
¢ uma alternativa para o controle bioldgico aplicado a alguns agentes patogé€nicos
(BRAGA JUNIOR et al., 2017). Entretanto, o método mais utilizado para o controle
desses fitopatdgenos € o quimico. Todavia, o intensivo uso de produtos quimicos nas
ultimas décadas vem criando inimeros problemas, tais como: resisténcia microbiana,
contaminacdo ambiental (dgua, solo, produtor e consumidor) e elevacdo dos custos de
producdo. Assim torna-se necessario o desenvolvimento de alternativas de controle
desses fitopatogenos. Dentre as alternativas estudadas, atualmente, destaca-se o controle
bioldgico por meio de microrganismos antagonistas (MOREIRA et al., 2008; SILVA et
al., 2014).

Neste sentido, o uso de agentes de controle biolégico € considerado uma
alternativa viavel para diminuir o potencial de inéculo de patégenos habitantes do solo.
Além disso, ndo contamina o meio ambiente deixando residuos e possui facil aplicacao
(SOARES et al., 2006). Assim o objetivo deste trabalho foi avaliar a resisténcia de
cultivares de Feijao caupi a murcha de Fusarium e o efeito inibitdrio in vitro produzido

por isolados de Bacillus spp. sobre o F. oxysporum f. sp. thacheiphilum
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Feijao caupi (Vigna unguiculata (L..) Walp)

O Feijao caupi ou feijao de corda € uma dicotiledonea pertencente a ordem
Fabales, familia Fabaceae, tribo Phaseoleae e género Vigna, o qual apresenta ampla
distribui¢ao nas zonas tropicais da Africa, Asia e Américas, sendo representado por vérias
espécies (PADULOSI; NG, 1997).

A édrea total cultivada com essa espécie no pais é estimada em 78.837.098
hectares, com uma producdo nacional de 2.973.932. Na regido Nordeste, o feijdo caupi
ocupa 11.587.036 hectares total da area plantada e uma producdo de 560.118 toneladas,
enquanto no Maranhdo a érea total cultivada foi de 2.014.498 hectares, com uma
producdo de 35.753 mil toneladas (2 safras) no ano agricola de 2018/2019 (IBGE, 2019).
Sendo uma leguminosa de grande relevancia agrondmica e econdmica por ser um dos
graos mais consumidos no Brasil, consiste em uma importante fonte de proteina, minerais
e fibras. Apresenta aspectos que facilitam seu cultivo, como ciclo curto, resisténcia a
déficit hidrico e adaptacdo a solos de baixa fertilidade (ZILLI et al., 2009; XAVIER et
al., 2012; COSTA et al., 2014).

O Feijao caupi, como a maioria das culturas, ndo se desenvolve satisfatoriamente
em solos mal ou muito mal drenados, devido a permanéncia do excesso de dgua no perfil
do solo, que proporciona ambiente anaerdbico. Logo, deve-se dar preferéncia a solos de
textura franco-arenosa a franco-argilosa, bem drenados e de relativa fertilidade natural.
Areas anteriormente cultivadas com a cultura e que apresentem incidéncia de doengas
causadas por fungos do solo devem ser evitadas e utilizadas com outra cultura (rotagdo).
Deve-se também dar preferéncia a terrenos planos ou pouco declivosos, pois o feijao
caupi, como a maioria das culturas anuais, contribui bastante para a erosdao do solo
(FREIRE FILHO et al., 2011).

A cultura é afetada no Brasil e em outras partes do mundo por diversos
patégenos, como fungos, bactérias, virus e nematodides. A acdo desses organismos sobre
as plantas leva a morte de tecidos, 6rgaos e até mesmo da planta inteira, causando perdas
econdmicas considerdveis ao agronegdcio do caupi. Diferentemente das pragas, que
podem ser detectadas através das posturas antes de ocorrer o prejuizo econdmico, as
doencas de plantas, quando presentes numa drea de cultivo, ja representam perda de
producdo parcial ou total. Dessa forma, o conhecimento prévio das doencgas mais

importantes da cultura do feijdo caupi e a aplicacio de medidas de manejo
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preventivamente minimizarao as possiveis perdas decorrentes do ataque de patégenos
(VALE; BERTINI; BOREM, 2017).

Além dos fatores supracitados, indispensaveis na escolha de um cultivar, é
imprescindivel que este apresente resisténcia a certas doengas e pragas comuns a cultura

(VALE; BERTINI; BOREM, 2017).

2.2 Cultivares de Feijao caupi

O Feijao caupi possui grande variabilidade genética e assim uma grande
plasticidade, o que contribuiu para sua ampla utilizacdo. A cultura apresenta grande
variabilidade morfolégica, com diferentes hdbitos de crescimento, formas e coloracdo de
vagens e sementes, dentre outras. No entanto, desde a introdu¢@o no pais e por muitos
anos de cultivo, ocorrem na espécie cruzamentos naturais, selecdo natural e selecao pelos
proprios produtores quanto a diversos caracteres, o que ocasiona a perda de muitos alelos
(FREIRE FILHO et al., 2011).

A cultivar BRS Guariba possui tegumento branco, € resistente a diversas doengas
e tem boa adaptabilidade em diferentes ecossistemas do pais, sobretudo nas regides
Nordeste, Norte e Centro Oeste, onde vem aumentando sua &drea de produgdo
principalmente como opg¢do para cultivo em safrinha. A BRS Guariba foi obtida do
cruzamento da linhagem IT85F-2687, introduzida do International Institute of Tropical
Agriculture-IITA da Nigéria, com a linhagem TE87-98-8G, do Programa de
Melhoramento Genético de Feijao caupi da Embrapa Meio-Norte, em Teresina, PIL
Embora seja de crescimento indeterminado, a cultivar tem ramos relativamente curtos e
apresenta resisténcia ao acamamento, caracteristica que facilita a colheita, ja que as
vagens ficam posicionadas acima da folhagem, o que melhora tanto a visualizacao dessas
estruturas, como a colheita propriamente dita (EMBRAPA, 2009a).

A BRS Pujante cultivar do tipo sempre verde, com graos graudos e vagens
compridas é recomendado para plantio de sequeiro, no primeiro semestre, e irrigado, no
segundo semestre (SANTOS, 2011a). A BRS Aracé tem como caracteristicas marcantes
os grdos de cor verde-oliva e vagens de cor roxa e formato levemente reto. Com relagdo
a parte nutricional, tem alto teor de proteina, € rica em ferro e zinco e tem cozimento
rapido (EMBRAPA, 2009b).

A cultivar BRS Tumucumaque apresenta porte semiereto, resisténcia ao
acamamento, o que facilita a colheita, e ciclo variando de 70 a 75 dias. Os grdos sdo

brancos, preferidos pela populacdo amazonense, com alto teor de ferro e zinco; e as
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vagens, quando secas, sd0 roxas. Apresenta grau moderadamente resistente e resistente
as principais doengas da cultura (EMBRAPA, 2014). Jd a BR 17-Gurguéia é recomendada
para o cultivo no Estado do Piaui, nas microrregides de Teresina, Médio Parnaiba
Piauiense e Bertolinea, em cultivo de sequeiro, e Baixo Parnaiba Piauiense e Alto Médio
Gurguéia em cultivo irrigado (EMBRAPA, 1998). Na regido Norte, hd ainda um tipo de
feijdo-caupi muito importante para a culinéria local chamado de Manteiguinha, tem graos

de cor creme, muito pequenos

2.3 Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum agente causal da Murcha de Fusarium

Fusarium € um gé€nero heterogéneo com uma distribuicdo muito ampla que
inclui vérias espécies ja foram descritas desde os drticos até as areias do Sahara. Uma
caracteristica comum de Fusarium spp. € a produ¢do de macroconidios de forma alantoide
(WINDELS 1991; AZEVEDO DIAS; ABREU; RESENDE, 2014). O estagio sexual ja
foi detectado em algumas espécies de Fusarium e caracteristicas morfolégicas e
patoldgicas sobre o género sdo pouco conhecidas e menos ainda se conhece a respeito da
espécie Fusarium oxysporum (KURAMAE; SOUZA, 2002).

Os conceitos de formae specialis e racas, baseadas na patogenicidade, t€ém sido
amplamente usadas somente para subdivisdes de F. oxysporum, o que tem causado
controvérsias e diferencas de opinides devido a instabilidade fenotipica e diferencas
metodoldgicas (JACOBSON 1991; AZEVEDO DIAS; ABREU; RESENDE, 2014).

Fusarium oxysporum é causador de murcha vascular, com especificidade das
formae specialis em vérios hospedeiros (NELSON et al., 1983; ALEXOPOULOS et
al.,1996). F. oxysporum f. sp. tracheiphilum (E. F. Smith) é um habitante de solo e vive
saprofiticamente sobre a matéria organica e restos culturais, podendo sobreviver por
varios anos na forma de clamiddsporos e causa a murcha vascular em feijao caupi. Essa
doenga foi relatada pela primeira vez nos Estados Unidos, com répida disseminagdo para
outras dreas produtoras de caupi, como Nigéria e Brasil, com possivel transmissao por
sementes (RODRIGUES; MENEZES, 2005).

A planta apresenta inicialmente o amarelecimento das folhas mais velhas, que
posteriormente progride para as demais folhas. Com alguns isolados fungicos
particularmente agressivos, as folhas podem se tornar marrom e rapidamente morrerem.
Com o corte do caule, pode ser observada uma descoloracdo marrom no sistema vascular

(WHEELER; RUSH, 2001; MICHEREFF; ANDRADE; MENEZES, 2005).
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Os fungos fitopatogénicos habitantes do solo podem sobreviver por varios anos
nesse ambiente por meio de estruturas de resisténcia, causando perdas em muitas culturas,
por vezes, inviabilizando o pleno aproveitamento de vastas dreas agricolas (AMBROSIO
et al., 2009).

A murcha de Fusarium, causada pelo fungo F. oxysporum f. sp. tracheiphilum,
€ uma das principais doencas que ocorrem no feijao caupi. A ocorréncia da doenga € mais
frequente em regides secas com altas temperaturas. O sintoma tipico da doenca é a
murcha, entretanto, em um primeiro estdgio ocorre a redugdo do crescimento e clorose,
acompanhada de queda prematura de folhas, seguida da murcha tipica e a morte das
plantas (ATHAYDE SOBRINHO; VIANA; SANTOS, 2005).

Estes sintomas podem ser confundidos com aquelas causadas por auséncia de
fosforo. As margens de folhas infectadas podem tornar-se necréticas (ABAWI, 1989). O
processo de infec¢do requer um ferimento natural ou artificial do hospedeiro. O fungo,
entdo, invade os vasos provocando a obstrucdo dos mesmos. A alta infestacdo de
nematdides proporciona uma maior incidéncia da murcha devido provavelmente aos
danos causados por estes organismos (EMBRAPA, 2009c¢).

A estratégia mais vidvel para o controle da murcha de Fusarium é o uso de
variedades resistentes ou tolerantes para a semeadura em solos infestados. Entretanto,
recomendam-se outras medidas como: realizar rotacdo de culturas por mais de trés anos,
utilizar sementes sadias e tratadas com fungicidas, evitar condi¢cdes de excesso ou falta
de agua, realizar com preparo de solo e adicionar matéria organica ao solo (SCHWARTZ

et al., 1996).

2.4 Resisténcia genética e mecanismos de defesa das plantas contra fitopatégenos

A resisténcia genética a doencgas pode ser definida como a habilidade do
hospedeiro em impedir o crescimento e o desenvolvimento do patogeno (PARLEVLIET,
1997). A resisténcia tem como caracteristica a redu¢@o da taxa da epidemia, por meio da
diminui¢do do nimero e tamanho das lesdes, da diminui¢do da produgdo de esporos e do
aumento do periodo latente. Isso faz com que a populagcdo do patdgeno seja reduzida,
diminui a quantidade de indculo e, consequentemente, a intensidade da doenca (WANG;
HARTMAN, 1992).

Embora aparentemente indefesas frente ao ataque de agressores ou até mesmo
em condicdes adversas, as plantas apresentam estratégias de defesa que permitem o

retardamento ou até mesmo impedem a penetragcdo de agentes fitopatogénicos, tais como,
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fungos, bactérias, virus, nematdides e insetos. As plantas reagem ainda sob estresse
abidtico, como por exemplo, variacdes de temperatura, auséncia de d4gua ou tratamento
com agentes quimicos. Esta defesa é composta de resposta constitutiva, a qual ja esta
presente nas plantas, e a resposta induzida, a qual ocorre apds o ataque de fitopatégenos
ou o inicio do estresse abidtico (EMBRAPA, 2009c¢).

Os mecanismos de defesa de uma planta podem ser estruturais e bioquimicos,
ambos pré e/ou pds-formados em relacdo a tentativa de penetracdo do patégeno no
hospedeiro. Os mecanismos estruturais constituem-se em barreiras fisicas a penetragao
e/ou colonizacdo do patégeno, enquanto que os mecanismos bioquimicos englobam
substancias capazes de inibir o desenvolvimento do patégeno ou gerar condi¢des adversas
para a sobrevivéncia nos tecidos do hospedeiro, devendo estar presentes em concentra¢ao
adequada nas partes invadidas e em forma acessivel ao patégeno, de tal maneira que
mudancas na concentrag¢do da substincia implique em alteracdes na expressdo da doenca

(SCHWAN-ESTRADA et al., 2008; STANGARLIN et al., 2011).

2.5 Influéncia da nutricao por esterco bovino e adubo quimico NPK no controle de
doencas de solo.

A capacidade que as plantas t€ém em se defender € sem duvida influenciada pelo
vigor e seu estadio fenoldgico. Plantas com deficiéncias nutricionais sdo normalmente
mais vulnerdveis ao ataque de patégenos do que outras em condi¢des nutricionais Gtimas.
O equilibrio nutricional € importante, pois plantas com excesso de nutri¢do podem tornar-
se, também, mais predispostas as doencgas. Os mecanismos da interacdo patégeno-
hospedeiro-nutriente ndo sdo completamente conhecidos, mas admite-se hoje que a
severidade pode ser reduzida por aumentar a “tolerancia” as doengas, facilitar a evasao
as doencas, aumentar a resisténcia fisiolégica das plantas e reduzir do patégeno
(ZAMBOLIM; COSTA; VALE, 2005).

O uso de esterco bovino e compostos naturais agem como condicionadores
organicos, podendo ser superiores aos fertilizantes sintéticos, por melhorarem os atributos
biolégicos, fisicos e quimicos do solo, incrementando a produtividade das plantas
(BULLUCK et al., 2002). Sao os mais ricos em fibras. Ajudam a desenvolver organismos
que sdo antagonistas de fungos causadores de doenga de solo. Uma vaca produz cerca de
15 t de esterco fresco por ano, o que corresponde a aproximadamente a 78 kg de N
(nitrogénio), 20 kg de P (fésforo), 93 kg de K (potdssio) e 35 kg de Ca (célcio) + Mg
(magnésio), (WEINARTNER et al., 2006).
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A maioria dos elementos minerais, requeridos para o crescimento das plantas,
tem sido relada como responsével pelo aumento ou reducio da severidade de ataque dos
patégenos. Os efeitos do nitrogénio, fosforo e potdssio sobre a as doengas t€m sido mais
amplamente relatados. A forma NO3-N geralmente decresce e a forma de NH4-N
aumenta o ataque dos patégenos. E impossivel generalizar os efeitos de um nutriente em
particular sobre as interagdes patdégeno-planta. Se tratando de espécies de Fusarium em
diferentes hospedeiros, observa-se que a fonte NO3-N tende a reduzir e a de NH4-N tende

a aumentar a severidade de ataque do patégeno (ZAMBOLIM; VENTURA , 1993).

2.6 Controle biolégico de fitopatogenos

O controle biolégico de fitopatégenos pode ser efetuado diretamente pela acao
de microrganismos antagdnicos ndo-patogénicos, existentes na natureza quase sempre na
forma saprofitica, que agem diretamente sobre o patdgeno. Essa acdo pode se dar pela
producdo de antibidticos ou substancias téxicas (antibiose), pela preda¢do ou por
parasitismo, resultando em inibi¢ao bloqueio do desenvolvimento do patégeno ou mesmo
em sua destrui¢do. Muitas vezes, 0 microrganismo antagonista produz enzimas capazes
de degradar as paredes celulares dos patogenos. A esse processo chamamos heterdlise,
em contrapartida a produ¢do de enzimas degradativas liberadas pelo proprio patégeno,
devido ao estresse sofrido pela falta de nutrientes. Neste caso o processo ¢ denominado
autdlise. O controle bioldgico poderd se dar, também, de uma forma indireta pela
competicdo que se estabelece entre o patdgeno e um microrganismo por fontes de
nutrientes e energia ou pelo espago fisico (MORAIS, 1992).

Bactérias antagonicas, de modo geral agem significativamente por antibiose e,
ocasionalmente, por parasitismo e competicao. Microrganismos que agem por antibiose,
geralmente t€m amplo espectro de acdo, de forma que na inibi¢do dos fungos a producgdo
de substancias toxicas € mais efetiva do que qualquer outro mecanismo de acao envolvido
(KUPPER et al., 2003).

Dentre os géneros de bactérias antagonistas de maior prevaléncia encontram-se
Bacillus spp., representantes da familia Enterobacteriaceac (CAMPOS SILVA et al.,
2008).

O género Bacillus spp. se destaca por formar enddsporo e apresentar uma
multiplicidade de mecanismos antagdnicos. Possibilitando dessa forma, a sua longa

manutencao e sobrevivéncia em nichos ecoldgicos especificos, com grande versatilidade
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nos mecanismos de acdo para driblar as defesas dos fitopatégenos (LANNA FILHO;
FERRO; DE PINHO, 2010).

Diversos trabalhos cientificos tém demonstrado o potencial que microrganismos
endofiticos possuem de promoverem crescimento e/ou controlarem patogenias em
plantas; caso essa potencialidade fosse verdadeiramente aplicada em sistemas agricolas,
esses microrganismos seriam alternativas viaveis e baseadas em principios ecologicos em
substituicdo aos inseticidas e defensivos agricolas (SANTOS et al., 2011b).

Geralmente, bactérias e fungos endofiticos desempenham fun¢des importantes
no processo de adaptacdo da planta ao meio. Embora possam ser confundidos com
patégenos latentes, estudos t€ém demonstrado que, em muitos casos, existe uma
importante interacdo simbidtica com o hospedeiro, a qual envolve a producdo de
compostos que conferem resisténcia a fitopatogenos, além da producao de fitoreguladores
que podem aumentar o desenvolvimento vegetal, entre outros. Por sua vez, os enddfitos
encontram na planta um habitat com nutrientes € com menor competicio com outros
microrganismos (PEIXOTO NETO; AZEVEDO; CAETANO, 2004).

Estudos realizados por (NETO et al.,, 2018) demostraram que o uso de
formulac¢des contendo Bacillus sdo eficientes no crescimento de plantas e na inducdo de
resisténcia ao controle da murcha do fusarium uma vez que alteracdes metabdlicas
importantes foram observadas ao comparadas com as diferencas entre as atividades das
proteinas PR, confirmando que houve ativacdo da resisténcia sist€mica em tomate cultivar

Santa Cruz, com controle de F. oxysporum f. sp. lycopersici pela aplicacdo de

formulacdes baseado em B. methylotrophicus.
3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Local de estudo

O experimento foi conduzido em casa de vegetacio e no Laboratério de
Fitopatologia, localizado no Nicleo de Biotecnologia Agrondmica — NBA da

Universidade Estadual do Maranhao — UEMA, Campus de Sao Luis.
3.2 Preparo das mudas de Feijao caupi

Utilizou-se sementes de seis variedades de Feijdo — Caupi BRS Aracé, BRS
Pujante, BRS Guariba, BRS Tumucumaque, BR-17 Gurguéia e Manteiguinha. No

primeiro experimento foram semeadas em vasos de capacidade de 2kg, contendo solo

autoclavado e esterco de bovino autoclavado na proporg¢ado 3:1, e no segundo experimento
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utilizou-se para adubacao das plantas o NPK liquido (15-15-20), deixando-se duas plantas
por vaso.
3.3 Obtencao dos isolados de Bacillus spp. e do isolado de Fusarium oxysporum f.
Sp. tracheiphilum

Os isolados de Bacillus spp. e F. oxysporum f. sp. tracheiphilum foram obtidos
da Micoteca do Laboratério de Fitopatologia da UEMA. Sendo transferido para placas de
Petri contendo meio de cultura batata-dextrose-dgar (BDA), e posteriormente repicados e

transferidos para tubos de ensaio para conservacao de culturas puras de isolados, Tabela

1.

Tabela 1. Isolados de Bacillus spp. e do desafiante Fusarium oxysporum f. sp.

tracheiphilum utilizados no experimento in vitro.

CODIGO ISOLADOS ESPECIES

MGSS 276 B12 Bacillus methylotrophicus
MGSS 271 B41 Bacillus methylotrophicus
MGSS 275 B7 Bacillus thuringiensis
MGSS 291 B45 Bacillus methylotrophicus
MGSS 274 B47 Bacillus amyloliquefaciens
MGSS 60 FOT Fusarium oxysporum f. sp.

tracheiphilum

3.4 Teste de resisténcia de diferentes variedades de Feijao caupi a F. oxysporum f.
Sp. tracheiphilum sob adubacao com esterco bovino.

O teste de resisténcia foi realizado com seis variedades de Feijao caupi BRS
Aracé, BRS Pujante, BRS Guariba, BRS Tumucumaque, Br-17 Gurguéia e Manteiguinha
no qual foram semeadas e inoculadas aos 30 dias no primeiro experimento. Para o preparo
do in6culo, os isolados do fitopatdgeno foram cultivados em placas de Petri com meio de
cultura BDA (Batata-Dextrose-Agar), mantidas em BOD durante sete dias a 25 + 2 °C,
sob o regime de alternancia luminosa (12 h claro/12 h escuro). As suspensdes de esporos

foram ajustadas para a concentragdo para 1x108 conidios mL-1 com auxilio da cAmara de
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Neubauer. A inoculacdo procedeu-se por ferimento no sistema radicular, através da
abertura de um sulco em “meia lua” ao redor do colo da planta, onde depositou-se a
suspensdo no volume de 20 mL por planta, sendo duas plantas por vaso.

Os sintomas da doenga foram avaliados aos 21 dias apds a inoculagdo das
plantas, utilizando-se uma escala que variou de 0 a 4 de acordo com os niveis de
severidade, onde O = auséncia de sintomas; 1 = auséncia de sintomas externos de murcha
e presenca de escurecimento vascular confinada a raiz principal; 2 = sintomas iniciais da
doenca (amarelecimento e murcha) e escurecimento vascular atingindo o terco inferior
do caule; 3 = sintomas bem definidos da doenca (amarelecimento, murcha, lesdes foliares
e seca de folhas) e escurecimento vascular atingindo o terco médio da planta; e 4 =
sintomas bem definidos da doencga e escurecimento vascular atingindo o ter¢o superior da
planta ou plantas mortas pela escala de notas de Schoonhoven; Pastor-corrales, 1987.

ApOs a avaliacdo da severidade, fragmentos das plantas com sintomas foram

coletados e reisolados para confirmacao da presencga do patégeno nas plantas inoculadas.

3.5 Teste de resisténcia de diferentes variedades de Feijao caupi a F. oxysporum f.
Sp. tracheiphilum sob adubacio quimica.

No segundo experimento, utilizou-se NPK liquido na propor¢do de (15-15-20)
como fertilizante, aos 37 dias inoculou-se o fitopatdgeno em vasos com capacidade de
2kg, contendo duas plantas por vasos, realizou-se ferimento no sistema radicular, com
abertura de um solo em tipo “meia lua” ao redor do colo das plantas, e adicionou-se 20
ml da suspensdo de esporos preparada e ajustadas por plantas para a concentragdo para
1x10° conidios mL-1 com auxilio da cAmara de Neubauer. Aos 21 dias analisou-se a
severidade da murcha de Fusarium nas plantas infestadas através da escala de notas de

Schoonhoven; Pastor-corrales, 1987.

3.6 Analise do indice da doenca

A partir dos dados obtidos com a escala de notas descrita no item anterior, foi
calculado o indice de severidade da doenga (SVD) pela equag@o 1, descrita por McKinney
(1923) para os dois experimentos, com esterco bovino e adubacdo por NPK liquido na
proporcao de (15-15-20):

(N1)+(N2x2)+(N3x3)+(N4x4)
(NO+N1+N2+N3+N4)xk

SVD = [ 1X 100

Em que: NO € o nimero de plantas com doenca na categoria 0, N1 € o nimero

de plantas com doenca na categoria 1, N2 € o nimero de plantas com doenca na categoria
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2, N3 € o nimero de plantas com doenca na categoria 3, N4 é o nimero de plantas com
doenca na categoria 4 e k € o nimero de categorias (4). Para as avaliacdes de severidade
(SVD) a andlise de variancia foi realizada em delineamento inteiramente casualizado. As
médias foram comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade e todas as andlises
foram realizadas utilizando o software INFOSTAT (DI RIENZO et al., 2018).

A avaliacao do indice da doenca foi realizada usando a seguinte escala de reacdo
das cultivares, em: 0% = imunidade, 1-10% = altamente resistente, 11-20% =
moderadamente resistente, 21-40% = moderadamente susceptivel, 41- 60% = susceptivel,

70% = altamente susceptivel (FAWOLE, 1989).

3.7 Efeito da produciao de metabdélitos termoestaveis mediados por Bacillus spp. a
F. oxysporum {. sp. tracheiphilum

No método para deteccdo qualitativa de antibidticos (MDA), acondicionou-se
por¢oes de 200 ml de BD (Batata-Dextrose) em frascos de Erlenmeyer, e nestes
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 presenca de luz. Apés 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 cm de diametro. No centro das placas foram localizados os discos de
cultura do patdgeno e estas mantidas por 10 dias a uma temperatura de 26 + 0,5°C, na
presenca de luz, em cdmara de germinacao tipo BOD.

A avaliagdo do potencial de antagonismo foi realizada ao quarto, quinto e décimo
dia medindo-se em dois sentidos diametralmente opostos com auxilio de uma régua
milimetrada, definindo-se uma média para cada colonia. Os diametros das colonias do
patégeno foram comparados com a testemunha, cujo patégeno se desenvolveu em meio
BDA. Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado, com seis
tratamentos cinco isolados de Bacillus e uma testemunha. Avaliando-se o fitopatégeno F.
oxysporum f. sp. tracheiphilum confrontados com isolados de Bacillus spp.

A percentagem de inibicao do crescimento micelial foi calculada pela férmula de (P.I1.C)
(MENTEN et al., 1976), onde:

PIC= Crescimento da testemunha — Crescimento tratamento x 100

Crescimento da testemunha
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3.7 Avaliacdo do antagonismo de Bacillus spp a Fusarium oxysporum f. sp.
tracheiphilum in vitro pelo método do pareamento de circulo.

Para o estudo do efeito antagonista de Bacillus spp. x F. oxysporum f. sp.
tracheiphilum, realizou-se um experimento in vitro, pelo método de pareamento em
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.
tracheiphilum por sete dias, ap6s este periodo de cultivo transferiu-se assepticamente para
placas de Petri com 9 cm de diametro contendo meio de cultura BDA, um disco de 6,0
mm de didmetro do fitopatégeno, colocando-os 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 constou-
se do fitopatdégeno cultivado em meio BDA (MARIANO, 1993).

A avaliacao foi efetuada durante dez dias, pela inibi¢dao do crescimento micelial,
para isso foram efetuadas medi¢cOes do didmetro das coldnias, em dois sentidos
diametralmente opostos, com auxilio de uma régua milimetrada, definindo-se uma média
para cada colonia. O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado,
com seis tratamentos e cinco repeti¢oes.

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

PIC= Crescimento da testemunha — Crescimento tratamento x 100

Crescimento da testemunha

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Teste de resisténcia de diferentes variedades de Feijao caupi ao Fusarium
oxysporum f. sp. tracheiphilum sob adubacao com esterco bovino.

Os resultados obtidos, no primeiro experimento que avaliou a reacdo de
cultivares de Caupi ao F. oxysporum f. sp. tracheiphilum adubadas com esterco bovino,
aos 21 dias posteriores a inocula¢do do fitopatégeno podem ser observados conforme a

Tabela 2.
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Tabela 2. Reacgao de cultivares de feijao caupi a F. oxysporum f. sp. tracheiphilum sob

adubacdo com esterco bovino.

Cultivar Severidade! Indice da Reacao?
doenca (%)

BRS Aracé 0,00a 0,00 Imune

BRS Pujante 0,00a 0,00 Imune
BRS Guariba 1,20ab 24 Moderadamente susceptivel
Manteiguinha 1,20ab 24 Moderadamente susceptivel
BRS Tumucumaque 1,30ab 26 Moderadamente susceptivel

BR-17 Gurguéia 2,30b 46 Susceptivel
CV % 98,98

'Médias seguidas das mesmas letras nas colunas nio diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%
de probabilidade.

2Avaliacdo da intensidade da doenca foi realizada usando a seguinte escala de avaliacio de resisténcia: 0%
= imunidade, 1-10% = altamente resistente, 11-20% = moderadamente resistente, 21-40% =
moderadamente susceptivel, 41- 60% = susceptivel, 70% = altamente susceptivel.

As cultivares BRS Aracé e BRS Pujante ndo apresentaram diferenga
significativa entre si, entretanto ao compard-las com a cultivar BR-17 Gurguéia notou-se
diferenca significativa, indicando ser a cultivar de maior susceptibilidade. Apesar disto,
a BR-17 Gurguéia ndo diferiu significativamente das cultivares BRS Guariba,
Manteiguinha e BRS Tumucumaque apresentam-se moderadamente susceptiveis
segundo a escala de reacio (FAWOLE, 1989). Ao realizar a avaliacdo de linhagens e
cultivares de feijao caupi em relagdo a F. oxysporum f. sp. tracheiphilum, Albuquerque
et al., (2001), encontraram linhagens resistentes, destacando-se a L-190.004, L.-288.004
e L-253.008. Todavia, este autor descreve a cultivar, BR-17 Gurgeia como altamente
suscetivel.

Sobre a severidade da doenca a cultivar BRS Aracé, apresentou reacdo de
resisténcia sobre F. oxysporum f. sp. tracheiphilum quando relacionada a sintomatologia
da doenca, atribuindo a escala de reacao 0, indicando imunidade. Na cultivar BRS Pujante
(Figura 1-B) observou-se plantas com aspectos de nutri¢cao, avaliando raiz, caule e folhas
descartando sintomas ou presenca da doenga, admitindo indice 0% (Tabela 2).

As cultivares BRS Guariba, BRS Tumucumaque e Manteiguinha obtiveram
resultados semelhantes entre si, com um percentual entre 24% e 26% de incidéncia

tornando-as moderadamente susceptiveis a murcha de Fusarium (Tabela 2). As plantas
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apresentaram sintomas caracteristicos da doenca com amarelecimento, perda de folhas,
necrose e escurecimento vascular (Figura 1- C, D e F).

A cultivar BR-17 Gurguéia (Figura 1- E) apresentou o maior indice de infestacao
da doenca com 46 %. Nessa cultivar, observou-se plantas em estigio 4, ou seja, com
sintomas bem definidos da doenga e escurecimento vascular atingindo o ter¢o superior da
planta ou plantas mortas. Estes resultados corroboram com os de Rodrigues et al., (2006),
que avaliaram a induc¢do de resisténcia a F. oxysporum f. sp. tracheiphilum em Caupi e
utilizaram as cultivas BR-17 Gurguéia e IPA-206 como testemunhas, detectaram indices
de doenca de 68,85 % e 66,04 % respectivamente, apés 18 dias da inoculagdo do
patégeno. Embora, na época de avaliacdo, os indices de doenca observados tenham sido
muito proximos, a expressao dos sintomas na cultivar [IPA-206 foi mais tardia que na BR-
17 Gurguéia.

Estes fatores estdo relacionados as particularidades de ataque do fitopatdgeno,
Noronha et al., (2013) descreve as caracteristicas dos fungos F. oxysporum f. sp.
tracheiphilum agente causal da murcha de Fusarium o qual demonstra elevada
agressividade e capacidade de sobrevivéncia no solo mesmo na auséncia de plantas
hospedeiras. Ainda ressalta que a identificacio de fontes de resisténcia e o
desenvolvimento de cultivares resistentes constituem na principal medida de controle
destas doencas radiculares. Aliadas ao uso de praticas sustentdveis que ajudem na
supressado de patdgenos do solo.

Alguns autores como Bettiol et al., (2005) e Weinarter et al., (2006) relatam que
solos com altos teores de matéria orginica tendem a ser mais supressivos a patégenos,
devido a capacidade de suportar maior atividade microbiana, melhorar a estrutura do solo
propiciando melhor aeracdo e aumentar a retengdo de umidade. O esterco bovino, por
exemplo, € rico em fibras e ajuda no desenvolvimento de organismos antagonistas de
fungos causadores de doencas de solo.

As cultivares de Feijao caupi com sintomas de murcha de Fusarium causadas
pelo fitopatégeno Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum podem ser visualizadas

mediante a Figura 1.
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Figura 1. Cultivares de Feijao caupi com sintomas de murcha de Fusarium causadas por
F. oxysporum f. sp. tracheiphilum, BRS (A — Aracé), (B — Pujante), (C — Guariba), (D —
Tumucumaque), E (BR-17 Gurguéia) e F (Manteiguinha).

. A figura 2, demonstra o sistema vascular de plantas com a presenga de murcha

de Fusarium e plantas com auséncia da doenga, verificadas durante a analise visual.
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Figura 2. Planta com presen¢a de murcha de Fusarium, (A) cultivar BR -17 Gurguéia
com escurecimentos vasculares e planta (B) cultivar BRS-pujante aparentemente sadia,
livre de sintomas da doencga.

Escurecimento vascular Auséncia de escurecimento

Houve a confirmagao do agente etiologico F. oxysporum f. sp. tracheiphilum
mediante o reisolamento de partes do caule da planta, com escurecimento vascular, estdao
ilustradas na Figura 3.

Figura 3. Confirmacao da presenca do fitopatégeno em plantas de caupi, cultivar BR- 17
Gurguéia.
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4. 2 Teste de resisténcia de diferentes variedades de Feijao caupi a F. oxysporum f.
Sp. tracheiphilum sob adubaciao quimica.

Neste experimento, os resultados obtidos para o teste de resisténcia entre as
diferentes cultivares de Caupi, adubadas com fertilizante NPK liquido, frente ao F.
oxysporum f. sp. tracheiphilum apés a inoculacdo e andlise da severidade da murcha de

Fusarium, sdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3. Reacdo de cultivares de feijao caupi a F. oxysporum f. sp. tracheiphilum sob

adubacdo quimica.

Cultivar Severidade! Indice da Reacao?
doenca (%)
BRS Araceé 4 Altamente resistente
0,20 a
BRS Pujante 8 Altamente resistente
0,40 a
Manteiguinha 1.60 ab 32 Moderadamente susceptivel
BR-17 Gurguéia 53,33 Susceptivel
8 2,40 be P
BRS Tumucumaque 49,09 Susceptivel
d 2,60 be P
BRS Guariba 3.90 ¢ 78 Altamente susceptivel
CV% 43,16
'Médias seguidas das mesmas letras nas colunas ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%
de probabilidade.
2Avaliacdo da intensidade da doenga foi realizada usando a seguinte escala de avaliagdo de resisténcia: 0%
= imunidade, 1-10% = altamente resistente, 11-20% = moderadamente resistente, 21-40% =

moderadamente susceptivel, 41- 60% = susceptivel, 70% = altamente susceptivel.

Os resultados evidenciam a existéncia de proporcionalidade nos experimentos,
realizados em casa de vegetacdo, em que as cultivares BRS Aracé e BRS Pujante
demonstraram resisténcia a doenga, quando testadas sob adubag¢do com esterco bovino e
fertilizante quimico. Para o segundo experimento, adotou-se NPK liquido (na propor¢ao:
15-15-20) como alternativa a fertilizagcdo das cultivares, fornecendo os macronutrientes
necessarios para bom desenvolvimento destes vegetais. Entretanto a nutri¢ao determinou
em grande parte a resisténcia ou suscetibilidade da planta hospedeira aos patégenos, pois
a disponibilidade e principalmente as quantidades necessdrias de nutrientes para planta
influenciam nesse aspecto.

Observacdes feitas por Zambolim et al., (2005) ressaltam que as formas de
nitrogénio também apresentam efeitos diretos sobre a sobrevivéncia, reprodugdo,
crescimento e viruléncia do patégeno. Cada fonte de nitrogénio tem efeito especifico

sobre as doengas, isto €, aumenta ou diminui sua severidade. Como exemplo, a forma
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NO3 -N geralmente decresce a murcha de Fusarium, mas aumenta a murcha de
Verticilium sp. e de Ralstonia solanacearum. Geralmente, doencas causadas por
Fusarium, Rhizoctonia e Aphanomyces podem ser reduzidas por nitrato e aumentadas por
amOnia enquanto que Streptomyces responde de maneira inversa. O efeito de cada forma
de nitrogénio sobre as doengas estd associado ao pH. As doencas que aumentam na
presenca da amodnia sdo geralmente mais severas em pH é4cido, enquanto aquelas que sdo
aumentadas pelo nitrato sdo geralmente mais severas em pH neutro a alcalino.

Nesse experimento, constatou-se que as cultivares BR-17 Gurguéia, BRS
Tumucumaque e BRS Guariba diferiram-se das cultivares BRS- Aracé e Pujante. Essas
cultivares, apresentaram maior susceptibilidade a murcha de Fusarium, entretanto ndo
foram constatadas diferencas significativas entre as cultivares BR-17 Gurguéia e BRS
Tumucumaque, e a cultivar BRS Guariba obteve maior indice de susceptibilidade a
doencga (Tabela 3).

Observou-se que as cultivares BRS Tumucumaque, Guariba haviam sido
classificadas como moderadamente suscetivel no primeiro experimento, ja no segundo
foram considerados suscetivel e altamente suscetivel. Estes resultados podem estar
relacionados a fertilizacdo quimica recebida no segundo experimento uma vez que, 0s
nutrientes minerais podem também aumentar ou diminuir a resisténcia de plantas ao
patégeno. Woltz et al., (1973), avaliou a fusariose no tomateiro e notou que elevados
niveis de fosforo no solo aumenta a severidade da murcha, e que a combinacido de
calagem elevada e baixo fosforo no solo reduziu a severidade da doencga.

Os sintomas de murcha de Fusarium causada por Fusaruim oxysporum f. sp.
tracheiphilum nas cultivares de Feijado caupi adubas com o fertilizante liquido NPK,

podem ser observados através da figura 4.
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Figura 4. Cultivares de Feijao caupi com sintomas de murcha de Fusarium causadas por
fitopatogeno F. oxysporum f. sp. tracheiphilum, BRS (A- Aracé), (B — Guariba), (C —
Pujante), (D — Tumucumaque), (E BR-17 Gurguéia) e F - Manteiguinha.
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Andlise visual do sistema vascular de plantas com a presenca de murcha de
Fusarium e plantas com auséncia dessa doencga, podem ser verificados na figura 5
(A-B).

Figura 5. Planta com presenca de murcha de Fusarium, (A) cultivar BRS-Guariba
com escurecimentos vasculares e planta (B) cultivar BRS-Pujante aparentemente
sadia, livre de sintomas da doencga.

Escurecimento vascular Auséncia de escurecimento

O diagnéstico do agente etioldgico Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum
mediante o reisolamento de partes do caule da planta, para realizacdo de teste in vitro, em
cultivares BRS-Guariba (A-B) e BR-17 Gurguéia (B-C), pode ser verificado conforme a
figura 6.
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Figura 6. Placas de Petri contendo coldnias do fungo Fusarium oxysporum f. sp.
tracheiphilum reisolado de partes do caule das plantas infestadas confirmando in vitro a
presenca desse fitopatégeno nas cultivares de Caupi (A-B) BRS-Guariba e (B-C) BRS-
Gurgueia

4.3 Efeito da producao de metabdélitos termoestaveis mediados por Bacillus spp. a
F. oxysporum f. sp. tracheiphilum

Com base no teste de metabdlitos termoestaveis, descritos na tabela 4, avaliou-
se o antagonismo de cinco isolados de Bacillus spp. ao fungo Fusarium oxysporum f.
sp. tracheiphilum, onde todos os tratamentos diferiram estatisticamente da testemunha.
Os tratamentos: MGSS-276, MGSS-271, MGSS-274 e MGSS-29 ndo apresentaram
diferenca significativa entre si, pois obtiveram as menores médias de diametro da
coldnia, entretanto, diferiram estatisticamente do tratamento MGSS — 275 e da
testemunha. A testemunha apresentou maior didmetro de desenvolvimento do fungo.
Estes resultados corroboram com os citados por Lima et al., (2014) visto que, os
isolados B12— (MGSS 276), B41- (MGSS 271) B 22°, B45 — (MGSS 291), B47-
(MGSS 274) e B 25 induziram as menores médias de didmetro da colonia do
patégeno.

Estes isolados também apresentaram maiores indices de biocontrole ao F.
oxysporum f. sp. tracheiphilum, ja que as percentagens de inibi¢do do crescimento
micelial contra o fungo patogénico foram 100% de antagonismo. Apenas o isolado
MGSS — 275 obteve uma percentagem de inibicdo do crescimento micelial de 74,17
% em relacdo aos demais tratamentos, entretanto ao compara-lo com a testemunha seu

indice de inibicdo atinge valores superiores.
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Tabela 4. Antagonismo de Bacillus spp. a F. oxysporum f. sp. tracheiphilum através de

metabolitos termoestaveis.

Tratamentos @ Colonia (cm) PIC %
4 dias S dias 10 dias
MGSS - 276 0,00 a 0,00 a 0,00 a 100
MGSS - 271 0,00 a 0,00 a 0,00 a 100
MGSS - 274 0,00 a 0,00 a 0,00 a 100
MGSS- 291 0,00 a 0,00 a 0,00 a 100
MGSS - 275 0,95b 1,11 b 2,28b 74,17
Testemunha 4,81 ¢ 5,88 ¢ 8,83 ¢ -
CV % 26,78 12,90 16,83
Meédias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem entre si, pelo Teste de Tukey, ao nivel de 5% de
significAncia. Testemunha = Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum. MGSS — 275 (Bacillus

thuringiensis), MGSS — 271 (Bacillus methylotrophicus), MGSS — 291 (Bacillus amyloliquefaciens),
MGSS — 276 (Bacillus methylotrophicus). PIC -Percentagem de Inibi¢do do Crescimento Micelial.

Comparando os resultados com os encontrados por Lima et. al., (2014) sobre
inibicdo do crescimento micelial de F. oxysporum f. sp. lycopersici pelos antibidticos
secretados em caldo agarizado por dez isolados de Bacillus spp., cinco diferiram
estatisticamente, entre eles destacam os isolados (MGSS 276) e (MGSS 271) onde
evidenciaram que seus produtos antibidticos foram capazes de inibir o crescimento
micelial de F. oxysporum f. sp. lycopersici em 67,88 e 57,66 %, respectivamente.

Sobrinho et al., (2018) obteve resultados parecidos ao analisar a atividade
antagonista de Bacillus subtilis, testada para dois isolados do fungo Fusarium solani, os
métodos de antagonismo em que B. subtilis promoveram maiores porcentagens de
inibicdo do crescimento micelial dos isolados de F. solani foi por metabdlitos
termoestaveis: 81,7 e 78,2% para os isolados Anagé e Dom Basilio, respectivamente.

Vale ressaltar que mesmo apds serem autoclavados por 20 min a 120° C os
metabolitos ainda possuem alta atividade inibitéria contra fungos pois todos provocaram
forte inibicdo do crescimento micelial do fitopatdgeno.

O crescimento micelial de Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum, em meio
agarizado com metabdlitos secretados por isolados de Bacillus spp. € a testemunha aos

quatro e dez dias, pode ser visualizado conforme a figura 7.
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Figura 7. Inibi¢do do crescimento micelial de Fusaruim oxysporum f. sp. tracheiphilum
por Bacillus spp. através metabolitos termoestaveis. MGSS — 275 (Bacillus thuringiensis)
Testemunha — (Fusaruim oxysporum f. sp. tracheiphilum).

4 dias

MGSS 275 TEST.

10 dias

MGSS 275 TEST.

4.4 Avaliacao do antagonismo de Bacillus spp. a Fusarium oxysporum f. sp.
tracheiphilum in vitro pelo método do pareamento de circulo.

Os resultados verificados no experimento in vitro com o Bacillus spp. inibindo
o crescimento micelial de Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum estdo demonstrados

na tabela 5.
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Tabela 5. Inibicdo do crescimento micelial de Fusaruim oxysporum f. sp. tracheiphilum

por Bacillus spp. pelo método do pareamento em circulo.

Tratamentos @ Colonia (cm) PIC %
4 dias S dias 10 dias
MGSS - 271 2,60 a 3,66 a 4,81 a 46,55
MGSS -274 2,88 a 348 a 3,75a 58,33
MGSS - 275 3,57 a 4,36 a 5,06 a 43,77
MGSS- 291 3,60 a 396 a 4,38 a 51,33
MGSS - 276 4,32ab 4,36 a 571 a 36,55
Testemunha 5,65b 8,07b 9,00 b -
CV % 27,59 22,73 18,92

Médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem entre si, pelo Teste de Tukey, ao nivel de 5% de
significincia. Testemunha = Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum. MGSS — 275 (Bacillus
thuringiensis), MGSS — 271 (Bacillus methylotrophicus), MGSS — 291 (Bacillus amyloliquefaciens),
MGSS — 276 (Bacillus methylotrophicus). PIC -Percentagem de Inibi¢do do Crescimento Micelial.

Verificou-se no experimento baseado no método do circulo aos quatro dias que
os tratamentos ndo diferiram estaticamente entre si. Entretanto, aos cinco e dez dias
constatou-se que todos os tratamentos com o isolado Bacillus spp. apresentaram controle
no crescimento do didmetro da colOnia e efeito inibidor sobre o crescimento micelial do
fungo F. oxysporum f. sp. tracheiphilum. Resultado similar foi obtido por Lima et al.
(2014), ao verificarem a acdo de isolados de Bacillus ssp. sobre o crescimento micelial
do fungo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici através do método do circulo, também
aos 10 dias e, constatarem o efeito inibidor dos isolados da bactéria sobre esse fungo.

Braga Junior et al (2017), observando o controle de fitopatégenos por meio de
isolados de Bacillus subtilis verificaram aos nove dias que entre os sete tratamentos
adotados com essa bactéria para o controle do fungo Fusarium subglutinans, apenas 1
tratamento diferiu estaticamente da testemunha. Ao comparar o resultado encontrado
neste trabalho com o descrito por esses autores, observa-se que os isolados de Bacillus
ssp. a partir dos cinco dias sdo capazes de inibir o crescimento do fungo F.oxysporum f.
sp. tracheiphilum. Entretanto, € importante destacar que as espécies de fungos sdo
diferentes assim como as espécies de isolados adotados. Remuska et al (2007),
constataram que a inibicao dos fitopatdgenos pelo antagonista pode ser observada pela
formacgdo do halo de inibi¢do, que se manifesta como uma limitagdo do crescimento do
fungo pela bactéria, as mesmas caracteristicas observadas no efeito inibitério que os

isolados de Bacillus causaram ao fungo.
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A demonstracdo da atividade antagbnica in vitro de Bacillus spp. ao fungo

fitopatégeno F. oxysporum f. sp. tracheiphilum pelo método do circulo, pode ser

observado mediante a figura 8.

Figura 8. Atividade antagbnica in vitro de Bacillus spp. contra fungo fitopatégeno
Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum pelo pareamento em método do circulo.

4 dias

MGSS 291 MGSS 276 MGSS 271 MGSS 275 MGSS 274 TEST.
10 dias

MGSS 291 MGSS 276 MGSS 271  MGSS 275 MGSS 274 TEST.

5 CONCLUSAO

e As cultivares BRS Aracé e BRS Pujante apresentaram reacdo de resisténcia a F.
oxysporum f. sp. tracheiphilum enquanto cultivares BR-17 Gurguéia, BRS
Tumucumaque e BRS Guariba apresentarem suscetibilidade a murcha de

Fusarium;

e Os resultados evidenciaram a cultivar manteiguinha moderadamente
resistente a doenga;

e Na avaliacdo do potencial de metabdlitos termoestaveis todas espécies de
Bacillus testadas demonstraram antagonismo ao F. oxysporum f. sp.

tracheiphilum, através da inibi¢do o crescimento micelial do patégeno;
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No pareamento dos isolados de Bacilus spp. com F. oxysporum f. sp.
tracheiphilum pelo método de circulo, constatou-se que os isolados
apresentaram efeito inibidor sobre o crescimento micelial do patégeno;

Desta forma, a identificagdo de variedades resistentes e o controle bioldgico por
microrganismos apresentam-se como alternativas vidveis para serem inseridas no

manejo da murcha de Fusarium do Feijdo caupi.
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