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Resumo

Em paises de clima temperado como o Brasil, o controle fitossanitario da produgéo agricola deve
ser constante, porém o emprego de agrotoxicos polui o ambiente. Algumas espécies de Bacillus
sdo antagonistas de fitopatégenos podendo ser usadas em programas de controle biolégico. Os
isolados FVI2, FRIIB2, FRIIB6 e FRIIB8 de Bacillus spp. foram avaliados em cultura dupla contra
Alternaria spp., Botrytis spp., Fusarium oxysporum e Colletotrichum spp. O efeito dos isolados de
Bacillus spp. sobre o desenvolvimento dos fungos foi avaliado em meio BDA, inoculando-se um
disco de 2 mm de meio colonizado de cada um dos fungos. Os isolados de Bacillus foram
estabelecidos na forma de estrias a 1,5 cm de distdncia do fungo alvo. A avaliacdo do
antagonismo ocorreu apos oito dias. O isolado FVI2 determinou a maior inibicdo de crescimento
para todos os fitopatdgenos alvo e o isolado FRIIB2 apresentou os resultados de menor inibigdo
de crescimento.

Palavras-chave: Bacillus spp.; Alternaria sp., Botrytis sp., Fusarium oxysporum, Colletotrichum
sp.

Abstract

In temperate countries like Brazil, the control plant of agricultural production should be constant,
but the use of agrochemicals pollutes the environment. Some species of Bacillus antagonists can
be used in biological control. The isolates FVI2, FRIIB2, FRIIB6 and FRIIB8 of Bacillus spp. have
been assessed in culture double against Alternaria spp., Botrytis spp., Fusarium oxysporum and
Colletotrichum spp. The effect of Bacillus on the development of fungi was estimated: a disk 2mm
colonized of each of fungi was established on center of Petri plates with BDA media and the
bacteria were established in the form of ridges to 1.5 cm of distance from plant pathogen. The
assessment of antagonism occurred after eight days. The isolate FVI2 determinate the best result
for all plant pathogen target and the isolated FRIIB2 presented the results less inhibiting growth.

Keywords: Bacillus spp.; Alternaria sp.; Botrytis sp.,; Fusarium oxysporum e Colletotrichum sp.

Introducao

A populagdo mundial atualmente tem exigido produtos livres de agroquimicos, fazendo com que
aumentem as pesquisas em programas de controle biolégico. No controle biolégico, a doenga ndo
€ sb a interagdo entre patégeno e hospedeiro, mas o resultado da interagdo entre patégeno,
hospedeiro e uma série de microrganismos nao patogénicos que também residem no sitio de
infeccdo. Esses ndo patdogenos podem limitar ou aumentar a atividade do patdgeno, ou a
resisténcia do hospedeiro (BETTIOL e GHINI, 1995). O biocontrole pode ser alcangado através de
praticas que favorecam os antagonistas nativos ou através da introdugcdo de microrganismos
selecionados pelas suas propriedades antagonisticas. Bactérias do género Bacillus possuem
grande potencial para serem usadas como agentes de controle biolégico (PETRAS e CASIDA,
1985). Hang, et al. 2005 citaram que Bacillus subtilis S1-0210 foi utilizado como agente
biocontrole de Botrytis cinerea em morangos. Bacillus subtilis € uma bactéria gram positiva de
solo, ndo patogénica, ndo colonizadora de tecidos, formadora de esporos e utilizada como modelo
de estudo de bactérias gram-positivas. Bettiol (1988) demonstrou a atividade antagbnica de B.
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subtilis a Pyricularia oryza através da aplicacdo de isolados de B. subtilis em sementes e parte
aérea, sugerindo o seu emprego e/ou de seus metabdlitos para o controle de brusone do arroz.
Produtos formulados a partir de Bacillus subtilis vém sendo utilizados, desde 1983 nos EUA para
o tratamento de sementes de amendoim, entre outras culturas e contra varios fitopatégenos.
Segundo Backman (1995), o isolado GB03 de B. subtilis foi utilizado para inoculagdo de mais de 2
milhdes de hectares de diversas culturas em 1994. O produto hoje é comercializado tanto para
protecdo das raizes quanto para estimular o desenvolvimento das plantas. Por suas
caracteristicas, esse isolado de B. subtilis coloniza tanto monocotiledéneas como dicotileddéneas.
(LAZZARETTI, 1997). O objetivo deste trabalho foi avaliar in vitro o efeito dos agentes isolados
FVI2, FRIIB2, FRIIB6 e FRIIB8 de Bacillus spp. sobre crescimento micelial dos fungos
fitopatogénicos Alternaria spp., Botrytis spp., Fusarium oxysporum e Colletotrichum spp.

Metodologia

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Controle Bioldgico de Doencas de Plantas da
Universidade de Caxias do Sul. Como antagonistas foram utilizados quatro isolados de Bacillus
spp.(FVI2, FRIIB2, FRIIB6 e FRIIB8) isolados do solo, e como fitopatdgenos, os fungos Alternaria
spp.P20/09;, Botrytis spp.996 , Fusarium oxysporum 120512 e Colletotrichum spp.011/09 isolados
de frutos com sintomas de podriddo pds-colheita. Todos 0s microrganismos pertencem a cole¢ao
de fungos da Universidade de Caxias do Sul. Para avaliagdo da potencialidade antagonistica de
Bacillus sp. foi utilizada a técnica do pareamento de colénias do patdégeno e do controlador
biolégico: os isolados de Bacillus spp. foram inicialmente multiplicados em caldo nutriente por 36
horas (130rpm; 30° C) e imediatamente o conteudo das culturas foi centrifugado e o precipitado
reservado até o momento do uso. Os fitopatégenos foram desenvolvidos em meio BDA por sete
dias, e a partir das coldnias foi transferido um disco de 0,4 cm de didmetro de Agar colonizado
para o centro de uma placa de Petri de 9 cm de didmetro com meio BDA (Batata Dextrose Agar).
Para Bacillus sp. foram feitos dois indculos na forma de estria com auxilio de alga de platina a 1,5
cm de distancia da borda da placa. No caso das testemunhas, transferiu-se para o centro das
placas de Petri contendo meio BDA apenas o disco de 0,4 cm de agar colonizado pelo patégeno.
As placas foram incubadas em estufa BOD (28°C e fotoperiodo de 12 horas), e para cada
fitopatdgeno alvo foram feitas trés repeticbes para cada isolado de Bacillus. A primeira avaliagao
foi feita 48 horas depois do estabelecimento dos microrganismos, pela medida do crescimento da
coldnia do fungo em diregédo da colénia bacteriana, e depois continuaram sendo realizadas a cada
24 horas, até a paralisagao do crescimento dos fungos.

Os resultados foram submetidos a andlise de varidncia e em caso de significAncia as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Resultados e discussodes

Os dados obtidos neste trabalho demonstram que os isolados FVI2, FVIIB2 e o VFIIB8 de
Bacillus spp. avaliados, foram capazes de antagonizar a maioria dos fitopatégenos alvo, inibindo
de forma O isolado FVI2 foi o melhor entre os trés, mas sem diferenca significativa. O isolado
FVIIB6 nao inibiu o desenvolvimento dos fungos.

Alguns autores como Wilson e Pusey (1984), constataram que isolados de diversas espécies de
Bacillus sao capazes de inibir o crescimento de alguns fitopatégenos. Segundo Stavely et al.,
(1981) e Baker et al., (1983), citados por Bettiol e Ghini (1995), a acédo de B. subtilis ocorre sobre
o crescimento micelial de fungos patogénicos, o que também foi observado neste trabalho. Foi
observado por Bettiol e Kimati (1989, 1990) o potencial inibitério de B. subtilis sobre diversos
fitopatdgenos, entre eles Rhyzoctonia solani e Fusarium moniliforme. Foi observada também
neste trabalho, a formagédo de uma area clara e transparente em torno das colénias dos isolados
de Bacillus spp., com excecdo do isolado FVIIB6. Esta zona clara pode ter sido determinada pela
liberacdo de metabdlitos pelos isolados de Bacillus, os quais podem ser os responsaveis pela
inibicdo do crescimento dos fungos alvos.
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*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

FIGURA 1. Efeito dos isolados dos Bacillus FVI2, FRIIB2, FRIIB6 e FRIIB8 sobre o crescimento micelial
(didametro da col6nia em mm) dos fungos fitopatogénicos Alternaria spp. P20/09;, Botrytis spp.996, Fusarium
oxysporum 120512 e Colletotrichum spp.011/09.

Conclusodes

Os resultados obtidos sugerem que os isolados de Bacillus avaliados ou moléculas liberadas por
eles, tém potencial para serem utilizados em programas de controle biolégico ou de manejo
integrado de doencgas de plantas.
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