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Resumo: O presente trabalho objetivou verificar o potencial de rizobactérias de cactaceas na
inibicdo do crescimento de Fusarium solani in vitro. O experimento foi realizado no Laboratério de
Microbiologia do Semiarido - LAMSA, na UNEB, campus XXIl de Euclides da Cunha-BA. Foi
analisado o antagonismo entre o fungo Fusarium solani e 11 rizobactérias de cactaceas (Tacinga
palmadora e Melocactus zehntneri). Em uma placa de Petri com meio de cultura BDA solidificado,
foi adicionado um disco com micélios do patégeno no centro, e em quatro pontos distantes (ao redor
da placa) foram feitas estrias com a bactéria selecionada, havendo trés repeticdes para cada
tratamento, e trés placas de testemunha contendo apenas o fungo. O fungo foi analisado durante
10 dias (periodo necessario para que as colbnias testemunhas ocupassem toda a placa), com a
medicdo do didmetro das coldnias, onde foram retiradas as médias de duas medidas
diametralmente opostas a cada 24 h. Os resultados obtidos na primeira etapa mostraram que das
15 bactérias testadas, apenas 11 poderiam ser utilizadas nos testes posteriores, destas 11 bactérias
cinco foram eficientes no controle do patdégeno. Pode-se concluir que as bactérias oriundas da
cactacea Tacinga palmadora P2.2, P6.2, P10.2, P12,2 e a P13.2 foram as que conseguiram inibir
mais efetivamente o fungo testado, sendo que a P6.2 foi a que obteve um melhor resultado
estatistico.
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USE OF BACTERIA IN THE CONTROL OF IN VITRO PHYTOPATOGENIC FUNGUS

Abstract: The objective was to verify the potential of cactaceae rhizobacteria in inhibiting the growth
of Fusarium solani in vitro. The experiment was carried out at the Laboratory of Microbiology of the
Semiarid-LAMSA, at UNEB, campus XXII of Euclides da Cunha-Ba. The antagonism between the
fungus Fusarium solani and 11 cactaceous rhizobacteria (Tacinga palmadora and Melocactus
zehntneri) was analyzed. In a Petri dish with BDA culture medium, a disk was added with mycelia of
the pathogen in the center, and at four distant points (around the plate) 1 stria was made with the
selected bacterium, with three replicates for each treatment, and three plates containing only the
fungus, to be the control. The development of the fungus was analyzed during 10 days, with the
measurement of the diameter of the colonies, where the means of two diametrically opposite
measurements were verified every 24 h. The results obtained in the first step showed that of the 15
bacteria tested, only 11 could be used in the subsequent tests, of these 11 bacteria 5 were efficient
in controlling the pathogen. It can be concluded that the bacteria from the cactus Tacinga palmadora
P2.2, P6.2, P10.2, P12.2 and P13.2 were the ones that were able to inhibit the fungus more
effectively tested, being that P 6.2 was obtained a better statistical result.

Key words: Cactaceae; Diseases; Rhizobacteria; Biocontrol; Fusarium solani.
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INTRODUCAO

Sabe-se que, em todos os lugares do mundo onde se pratica agricultura econdémica, o
controle de doencas de plantas é largamente realizado por meio de pesticidas (KIMATI et al., 1997).
Segundo Bettiol (1991), o biocontrole pode ser conseguido através de praticas que favorecam os
antagonistas nativos ou através da introducéo no solo de microrganismos selecionados cultivados
em substratos no solo.

O Fusarium solani é um fitopatégeno habitante do solo, importante agente causador de
doencas de diversos cultivos, tais como podridao de raiz, de frutos de Cucurbita spp., de ervilha, do
pé de feijao, do colo e raizes em maracuja, sindrome da morte subita da soja e podriddo seca de
batata, esse fungo é importante devido aos danos econémicos causados no setor agricola e por
sua distribuicdo cosmopolita (GHINI e NAKAMURA, 2001). A infeccdo com Fusarium comeca
inicialmente com a entrada do fungo nas raizes mais jovens e secundarias pela coifa, além de
aberturas naturais e ferimentos, levando a apresentar sintomas de podridao do colo nos estagios
mais avancado da infeccdo (TREMACOLDI, 2010; AMORIM et al., 2011). Este patégeno produz
toxinas virulentas (naftoquinonas e &cido fusarico) que sdo capazes de matar a célula hospedeira
ou desativar suas funcdes (SINGH et al., 1981; CREPPY, 2002; PASCHOLATI, 2011).

As rizobactérias sdo microrganismos que estdo presente na rizosfera e que colonizam o
sistema radicular, cerca de 7 a 15% da superficie total das raizes € ocupada por estas células
microbianas, atuando diretamente nas plantas ou nos substratos (SCHROTH e HANCOCK, 1982;
GRAY e SMITH, 2005), esses microrganismos sdo atraidos devido a liberacdo de exsudatos das
plantas, como os aminoacidos, acidos organicos, carboidratos, além de outras substéncias
(SESSITSCH et al., 2013).

Esses microrganismos existentes no solo estao envolvidos na sintese de auxinas em meio
de cultura e no solo (ANTOUN et al., 1998; VEGA-HERNANDEZ et al., 2002). Além disso, as
estirpes bacterianas colaboram indiretamente no desenvolvimento das plantas a partir da fabricagéo
de varios antibi6ticos ou outros mecanismos de biocontrole, onde dificultam o desenvolvimento de
varios microrganismos considerados fitopatogénicos (DASHTI, 1998; GRAY e SMITH, 2005).

Varios estudos estao sendo realizados com controle bioldgico e a utilizacdo de rizobactérias
tem proporcionado defesa no controle de fitopatégenos de solo (WELLER, 1988). O controle
biol6gico se tornou uma excelente alternativa para ser utilizado na agricultura, visto que pode ser
utilizado para a protegéo contra esses organismos, além ainda de diminuir a utilizacdo de agrotéxico
na agricultura (PERES et al., 2007; BONFIM et al., 2010).

Visto que o Fusarium é um poderoso fitopatégeno e que a utilizacdo de produtos quimicos
para combaté-lo pode causar inUmeros problemas ambientais, viu-se a possibilidade da utilizacdo
de rizobactérias de cactaceas contra o crescimento do F. solani, dado o potencial destas de atuarem

como uma barreira a penetracdo de patdgenos. Sendo assim, este trabalho teve como objetivo
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verificar o potencial de rizobactérias de cactaceas na inibicdo do crescimento de Fusarium solani in

vitro.

METODOLOGIA

O experimento foi realizado no Laboratério de Microbiologia do Semiarido - LAMSA,
localizado na Universidade do Estado da Bahia — UNEB, Departamento de ciéncias Humanas e
Tecnologia - DCHT campus XXII de Euclides da Cunha-Ba.

O fungo Fusarium solani utilizado foi isolado de maracujazeiro e mantido no Laboratério de
Fitopatologia da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia - UESB, Campus de Vitoria da
Conquista, até ser doado para a UNEB, e assim iniciarmos este experimento. As bactérias foram
extraidas da rizosfera de Tacinga palmadora, isolados P2.2, P3.2, P4.2, P6.2, P7.2, P8.2, P9.2,
P10.2, P11.1, P12.2 e P13.2 e Melocactus zehntneri, isolados CF17.2 CF18.2, CF19.2 e CF20.2,
obtidas de trabalhos anteriores e mantidas no LAMSA, até a sua utilizacao.

Foram analisadas 15 bactérias e testadas a viabilidade das mesmas em meio BDA (Batata,
dextrose e agar). ApOs esta selegdo (Tabela 1), foi analisado o antagonismo entre o fungo e as 11
rizobactérias selecionadas (Figura 1).

Tabela 1. Andlise do desenvolvimento das rizobactérias de Tacinga palmadora (P2.2, P3.2, P4.2,
P6.2, P7.2, P8.2, P9.2, P10.2, P11.1, P12.2 e P13.2) e Melocactus zehntneri (CF17.2 CF18.2,
CF19.2 e CF20.2) em meio BDA.

CLASSIFICACAO

Bactérias Excelente* Bom** Ruim***
P2.2 X

P3.2 X
P4.2 X
P6.2 X

P7.2 X

P8.2 X

P9.2 X

P10.2 X

P11.2 X

P12.2 X

P13.2 X

CF17.2 X

CF18.2 X
CF19.2 X
CF 20. 2 X

*Se desenvolveu dentro de 24 h. **Se desenvolveu dentro de 48 h. **N&o se desenvolveu, ou
houve pouco desenvolvimento até as 48 h.
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Em uma placa de Petri com 20 ml de meio de cultura BDA solidificado, foi adicionado um
disco com 0,5 cm de BDA com micélios de Fusarium solani ao centro, e em quatro pontos distantes
(ao redor da placa) foram feitas estrias (Figura 2) com a bactéria selecionada, com trés repetices

para cada tratamento, e trés placas testemunha contendo apenas o fungo.

Figura 1. Primeiro dia de analise do fungo F. solani (no centro da placa) com as 11 rizobactérias
selecionadas. Fonte: JESUS, M. S.

Figura 2. Método de disposi¢do das bactérias nas placas, com quatro estrias por placa e o fungo
ao centro. Fonte: JESUS, M. S.

O desenvolvimento do Fusarium solani foi analisado durante 10 dias, sendo realizadas
medi¢cBes do didmetro das coldnias em dois sentidos diametralmente opostos, com auxilio de uma
régua milimétrica, definindo-se uma média para cada colénia. As medi¢Bes dos didmetros das
colénias comecgaram a ser realizadas 24 h apos a inoculacéo do patégeno e da rizobactéria, até que
as placas contendo o fungo controle fossem totalmente colonizadas.
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O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado (DIC), com 11
tratamentos e quatro repeticdes. Os resultados foram submetidos a analise de variancia pelo teste
de F, e em caso de significAncia as médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de

significancia.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados obtidos na primeira etapa mostraram que das 15 bactérias testadas, apenas
11 poderiam ser utilizadas nos testes posteriores, jA que estas obtiveram uma boa taxa de
crescimento em meio BDA, onde foram classificadas como bom e excelente (Tabela 1).

Na segunda etapa do experimento, houve diferenca estatistica entre as bactérias para todos
os dias testados desde o0 3° ao 10° dia de andlise, onde houve a interagéo do fungo Fusarium solani
com as bactérias (Tabela 2). Observou- se que a bactéria P6.2 (identificada como Bacillus) foi a que
exerceu o melhor controle do desenvolvimento do fungo, quando comparado com a testemunha

(Figura 3), esta bactéria conseguiu inibir o fungo do 3° até o 10° dia de inoculacdo (Tabela 3).

Tabela 2. Andlise de variancia do diametro de colénia (& C) em cm, do fungo Fusarium solani in
vitro, do 1° ao 10° dia em fungéo das fontes de varia¢des (FV) das bactérias (B), grau de liberdade
(GL) e do quadrado médio (QM).

FV GL QM

@C/Dia 1° 2° 3° 4° 5° 6° 7° 8° 9° 10°
B 11 0.000E 0.003 2.082* 2.039* 3.906* 4.906* 4.952* 7.236* 11.678* 12.280*
Erro 24 0.000E 0.002 0.097 0.290 0483 0429 0375 0.399 0.172 0.357
CV% 0.00 2554 19.09 22.92 2303 1751 1422 1120 6.10 852

* Significativo pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade.

Figura 3. Comparacéao entre placa de Petri com bactéria x fungo e a testemunha, ambas com 10
dias de inoculacéo: A - Bactéria P6.2 inibindo o desenvolvimento do F. solani; B - Testemunha do
F. solani. Fonte: JESUS, M. S.
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Tabela 3. Diametros das col6nias (cm) do 1° ao 10° dia de interacao in vitro entre o fungo Fusarium
solani e as bactérias analisadas, desenvolvido em Euclides da Cunha, BA, 2016.

Bactérias Médias do diametro das colonias do 1° ao 10° dia

1° 2° 3° 4° 5° 6° 7° 8° 9° 10°

Testemunha -- 0.200 2.966 3.916 5.466 5.816 6.233 8.166 8.733 9.000
Al A5 A3 A4 A4 A4 A4 A4 A3

P2.2 -- 0.250 1.966 2.716 3.533 4.150 4.716 5.233 5.466 5.933
Al A4 A2 A3 A3 A2 A2 A2 A2

P6.2 -- 0.150 0.316 0.750 0.800 1.267 1.483 1.683 1.867 1.933
Al Al Al Al Al Al Al Al Al

P7.2 -- 0.150 1.367 2.117 2.617 3.233 3.950 5.833 8.317 8.450
Al A3 A2 A2 A2 A2 A2 Ad A3

P8.2 -- 0,183 1.683 2.217 2.633 3.150 4.333 6.750 8.567 8.633
Al A3 A2 A2 A2 A2 A3 A4 A3

P9.2 --  0.217 1.450 2.117 2.733 3.750 4.266 6.133 7.750 7.850
Al Al A2 A2 A2 A2 A2 A4 A3

P10.2 -- 0.216 3.250 3.383 3950 4.366 3.933 5.033 5.400 5.333
Al A5 A3 A3 A3 A2 A2 A2 A2

P11.2 -- 0.150 1.366 2.600 3.750 5.800 6.383 6.733 7.000 7.700
Al A3 A2 A3 A4 A4 A3 A3 A3

P12.2 -- 0.216 2.050 2.333 3.333 4.200 4.966 5.766 5.866 5.966
Al Ad A2 A3 A3 A3 A2 A2 A2

P13.2 -- 0.200 1.133 2.350 2.633 3.183 3.850 5.133 6.433 6.500
Al A2 A2 A2 A2 A2 A2 A3 A2

CF17.2 -- 0.166 1.150 2.416 2.766 3.516 4.316 6.316 8.000 8.300000

Al A2 A2 A2 A2 A2 A3 Ad A3

CF20.2 -- 0.250 0.883 1.316 2.000 2.483 3.266 4.916 8.283 8.566
Al A2 Al A2 A2 A2 A2 Ad A3

*Médias seguidas de mesma letra e nimero, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de significancia.

Trabalhos anteriores desenvolvidos por Pusey e Wilson (1984) demonstraram que diversos
isolados de espécies de Bacillus tem a capacidade de inibir o crescimento dos fungos de diversas
culturas, como foi observado neste experimento, onde a Bactéria P6.2 conseguiu inibir visivelmente
0 antagonista pela formacdo do halo de inibicdo, que se manifesta como uma limitacdo do
crescimento do fungo pela bactéria. Mecanismos de diminuicdo ou estagnacdo do crescimento

micelial do in6culo podem ser atribuidos a hiperparasitismo, estimulo a germinacéo de propagulos
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com consequente exaustdo, antibiose ou predacdo (GHINI et al., 2001), isto pode ser a causa da
inibicdo do crescimento do F. Solani.

Outras bactérias também conseguiram retardar o crescimento do fungo em uma menor
proporcédo, séo elas as P2.2, P10.2, P12.2 e P13.2, tendo um resultado semelhante a P6.2, onde
conseguiram inibir o fungo desde o 3° dia, s6 que inferior a P6.2 segundo a analise estatistica
(Tabela 3). Muitos trabalhos relatam o grande potencial de espécies de Bacillus no controle de
patdgenos do solo especialmente espécies de Fusarium (JENNY e GROSSEMBACHER, 1963;
MICHAEL e NELSON, 1972; FILIPPI et al., 1987;). Segundo Van Peer et al. (1991) a producao de
acido hidrocianico (HCN) pelas RPCPs aparenta ser um fendmeno bastante comum. Este
metabdlito que é originado da glicina, apresenta potencial de inibir varios patégenos. Outro
mecanismo muito eficiente no controle dos fungos também é o composto 2,4 diacetilfloroglucinol
(Phl), devido ele conseguir inibir o crescimento dos fungos.

Ja as rizobactérias P7.2, P8.2, P9.2, P11.2, CF17.2 e a CF20.2, por mais que tenham
conseguido inibir o fungo em algum dos dias analisados durante o desenvolvimento, no ultimo dia
de andlise foi constado que a sua inibicdo foi igual ou inferior a testemunha. As bactérias testadas
devem produzir algum metabdlito que iniba o crescimento deste fungo. Muitos autores relatam que
as rizobactérias conseguem produzir uma grande variedade de antibiéticos, como: pioluteorinas,
pirrolnitrinas, tropolonas, piocianinas e 2,4 diacetilfloroglucinol (CAMPBELL et al., 1993). Ha
antibidticos produzidos por bactérias que atuam nos fungos através de mecanismos que inibem o
seu crescimento micelial (DILDEY et al., 2014).

A partir destes resultados pode-se constatar que o controle bioldgico do F. sonali a partir da
utilizacao dessas rizobactérias é eficiente, quando testados in vitro. O controle biolégico acontece
guando dois microrganismos ao longo de sua vida, se desenvolvem simultaneamente, e um
sobrepBe o desenvolvimento do outro, competindo de forma direta por alimento ou indireta com a

liberacdo de substancias que seréo toxicas para o outro individuo (BELL et al., 1982).

CONCLUSOES

A rizobactéria P6.2 foi a que apresentou um melhor resultado estatistico no controle do F.
solani, onde conseguiu inibir o fungo durante os dias analisados.
As rizobactérias P2.2, P10.2, P12.2 e P13.2 conseguiram inibir o fungo em menor intensidade.

Aconselha-se que realizem testes in vivo, para que se confirme o resultado realizado in vitro.
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