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ACAO ANTIFUNGICA in vitro DE ISOLADOS DE Bacillu ssp. SOBRE Fusarium
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RESUMO - Objetivou-se avaliar o antagonismo e os metabolitos produzidos por diferentes espécies de Baci-
llus na inibi¢ao do crescimento micelial in vitro de F. oxysporum f. sp. lycopersici. Para a avaliagdo do antago-
nismo de dez isolados de Bacillus ao patdgeno, foi realizado o pareamento entre fungo e bactérias pelo método
do circulo. Na qualidade dos metabolitos termo estaveis foram utilizados meio liquido BD (Batata-Dextrose)
para crescimento dos isolados de Bacillus sp., permanecendo durante 15 dias em cdmara incubadora. Em segui-
da, adicionou-se Agar ao meio liquido, efetuando-se a autoclavagem e vertendo-se em placas de Petri. No cen-
tro das placas foram colocados discos de cultura do patégeno. O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado com 11 tratamentos e seis repetigdes para os dois experimentos. Foi verificado que todos os isola-
dos diferiram da testemunha. Os isolados B 12 (Bacillus sp.), B 41 (B. cereus), B 22' (B. pentothenticus), B 45
(B. cereus), B 47 (B. cereus) apresentaram as menores médias de didmetro da colonia. Na inibi¢do do cresci-
mento micelial de F. oxysporum f. sp. lycopersici pela produgdo de metabolitos termoestaveis, cinco isolados
diferiram da testemunha, sdo eles: B 35 (B. pumilus), B 47 (B. cereus), B 22 (B. pentothenticus), B 12 ( Baci-
llus sp.) e B 41 (B. cereus), sendo os dois ultimos tratamentos, os que apresentaram os menores didmetros de
colonia do fitopatogeno, com 2,89 e 3,81 cm, respectivamente. Os isolados B 12 e B 41 foram capazes de
inibir 67,88 % e 57,66 % do F. oxysporum f. sp. lycopersici. Esses resultados ressaltam a possibilidade de utili-
zacdo de bactérias do género Bacillus no combate a fusariose.

Palavras-Chave: Solanum Iycopersicon L. Controle Biologico. Antagonismo. Fusariose.

IN VITROANTIFUNGAL ACTION OF Bacillus sp. ISOLATE ON Fusarium oxysporum f. sp. lycopersi-
ci.

ABSTRACT - This study aimed to evaluate antagonism and metabolites produced by different species of Ba-
cillus in the inhibition of mycelial growth in vitro against F. oxysporum f. sp. Iycopersici. For evaluating the
antagonism of Bacillus spp. F. oxysporum f. sp. lycopersici was performed pairing of fungus and bacteria by
the method of the circle. In the method for detection for the quality for thermostable metabolites liquids. Media
BD were used for growth of the isolated Bacillus sp. And incubated for 15 days. 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. The experimental design was completely randomized with 11 treatments
and six repetitions in both experiments. Statistical difference was found between the isolate and the control.
Special mention to strains B12 (Bacillus sp.), B4l (B. cereus), B22' (B.pentothenticus), B45 (B. cereus), B47
(B. cereus) that exhibited the lowest average diameter of the colony. To study the inhibition of mycelial growth
of F. oxysporum f. sp. lycopersici by thermostatable metabolites 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, respective-
ly. 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. Biological Control. Antagonism. Fusariose.

" Autor para Correspondéncia.

'Recebido para publicagio em 18/12/2012; aceito em 25/07/2014.

*Mestrando do Programa de Pos-Graduagio em Agroecologia/Universidade Estadual do Maranhio.Cidade Universitaria Paulo VI, S/N —
Tirirical. CEP 65054-970, Sdo Luis/MA, Brasil, denis_rlima@hotmail.com.

3Professora Adjunta da Universidade Estadual do Maranhdo-Cidade Universitaria Paulo VI, S/N — Tirirical. CEP 65054-970,Sa0 Luis/MA,
Brasil.

Revista Caatinga, Mossord, v. 27, n. 4, p. 57 — 64, out. — dez., 2014 57



ACAO ANTIFUNGICA in vitro DE ISOLADOS DE Bacillu ssp. SOBRE Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici

0. D. R. LIMA et al.

INTRODUCAO

O tomateiro (Solanum lycopersicon L.) tem a
sua origem na zona andina da América do Sul e per-
tence a familia das Solanaceas. Destaca-se por sua
importancia econdomica, sendo uma das oleraceas
mais cultivadas no mundo (FAO, 2013).

Em 2013, o Brasil produziu 3.987.367 de to-
neladas desta hortalica em 60.523 hectares de area
plantada. A regido Nordeste destaca-se como a quar-
ta maior produtora do pais com uma produgdo de
455.024 de toneladas. Dentre os estados do Nordeste,
0o Maranhao ocupa o 8° posi¢cdo, com uma produgio
de 4.110 de toneladas, em 208 hectares de area plan-
tada (IBGE, 2013).

A cultura do tomateiro ¢é afetada por diversas
doengas de importancia econdmica, que podem ser
de origem bacteriana, fungica, virotica ou causada
por nematoides. Entretanto, mais da metade das do-
engas infecciosas sdo causadas por fungos, sendo que
estes podem infectar todos os orgdos das plantas.
Dentre as doengas mais preocupantes estdo aquelas
causadas por fungos que atacam as plantas a partir
do sistema radicular, destacando-se a fusariose cau-
sada por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
Snyder & Hansen, que sdo agrupados em trés ragas.
As ragas 1 e 2 sdo amplamente distribuidas no mun-
do, e a raca 3 apresenta uma distribui¢do geografica
mais restrita (REIS, 2006).

A fusariose ocorre em todos os estados brasi-
leiros, causando diversas perdas, entre elas, reducao
da colheita devido a morte prematura das plantas ou
destrui¢@o de todas elas, assim como a diminuigdo da
produtividade (JULIATTI, 2001).

O agente causal desta doenga pode sobreviver
no solo por longos periodos de tempo, sendo o con-
trole 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), aliado ao fato do patégeno ser habitante do
solo e possuir a caracteristica de formar clamidospo-
ros, 0 que permite uma maior permanéncia no solo,
dificultando assim o controle.

A deficiéncia de alternativa no controle da
fusariose, associada as condigdes ambientais favora-
veis ao fungo, inviabilizam o cultivo econdomico do
tomate no Estado do Maranhdo, exigindo assim a
importacdo desta hortalica de outros estados. Tal
situagdo, onera os custos ao produtor, diminuindo a
acessibilidade da populacdo a este produto bastante
consumido pela sociedade, o que resulta em prejui-
70s, tanto para o produtor quanto para o consumidor,
refletindo de forma negativa na cadeia produtiva.

O género Bacillus apresenta grande potencial
de uso no controle bioldgico em diversos patossiste-
mas (SHIOMI, 2007; TENDULKAR et al., 2007
YAO et al., 2006), exercendo um antagonismo direto
a fitopatogenos, através de mecanismos variados

(LEELASUPHAKUL et al., 2008).

Diante do exposto, a utilizagdo de microrga-
nismos em sistemas agroecologicos tem sido cada
vez mais empregado no controle biolégico de doen-
cas de plantas, e com a crescente preocupacdo da
sociedade com o uso excessivo de agrotoxicos, con-
taminacao da cadeia 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 agdo direta e de seus
metabolitos secundarios sobre o agente causador da
fusariose.

MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram conduzidos no Laboratorio
de Fitopatologia localizado no Nucleo de Biotecno-
logia Agrondmica — NBA da Universidade Estadual
do Maranhdo — UEMA, Campus de Sdo Luis, duran-
te o periodo de setembro de 2010 a agosto de 2012.
Apds a repicagem, os isolados foram submetidos a
dois ensaios distintos que avaliaram a agdo antagdni-
ca dos isolados de Bacillus.

Obtencio dos isolados de F. oxysporum f.
sp. lycopersici e Bacillus spp.

Foi utilizado um isolado de F. oxysporum f.
sp. lycopersici e dez isolados de Bacillus spp. Oriun-
dos da Micoteca “Prof. Gilson Soares da Silva”, do
Laboratério de Fitopatologia da UEMA, preservados
em solo autoclavado e meio de cultura BDA (Batata-
Dextrose-Agar), respectivamente (Tabela 1). Os iso-
lados foram transferidos para placas de Petri conten-
do meio de cultura BDA, posteriormente foram repi-
cados e transferidos para tubos de ensaio para con-
servagdo de culturas puras.

Para a confirmagdo da patogenicidade, o iso-
lado do patdgeno foi transferido para placas de Petri
contendo meio de cultura BDA, com antibidtico, e
mantidas em condi¢des ambiente, aproximadamente
26 = 0,5 °C, por sete dias. Apds esse periodo, foi
adicionado 20 mL de agua destilada em cada placa e
utilizando-se uma ldmina 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 inoculada no sistema radicular,
através de ferimentos nas raizes de dez plantas de
tomateiro, cultivar Santa Cruz, com 30 dias de idade.
A avaliagdo foi realizada 25 dias apds a inoculagao,
efetuada através da incidéncia da fusariose.

Para o estudo do efeito antagonista de Baci-
llus spp. x F. oxysporum f. sp. lycopersici, foi reali-
zado um experimento in vitro, utilizando o método
do circulo. Inicialmente, os isolados de Bacillus spp.
foram cultivados em meio de cultura BDA por 48
horas ¢ o isolado de F. oxysporum f. sp. lycopersici
por sete dias, a 26 + 0,5 °C, apds este periodo de
cultivo transferiu-se assepticamente para placas de
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Petri com 9 cm de didmetro contendo meio de cultu-
ra BDA, um disco de 6,0 mm de didmetro com micé-
lio do fitopatdgeno, colocando-se no centro da placa.
Com auxilio de uma alga de platina, inoculou-se a
bactéria, na mesma placa formando um circulo com

diametro, aproximadamente de 5 cm, em torno do
disco contendo o patdgeno. Para o tratamento contro-
le ou testemunha foi utilizado somente fitopatégeno
cultivado em meio BDA, na mesma temperatura
(MARIANO, 1993).

Tabela 1. Espécies e origem dos isolados de Bacillus e F. oxysporum f. sp. lycopersici, preservados na Micoteca “Prof.

Gilson Soares da Silva”. Sao Luis, 2012.

Isolados Espécies Origem Procedéncia*
B35 Bacillus pumilus Folhas de arroz Pindaré - Mirim
B40 Bacillus sp. Folhas de arroz Grajau
B16 Bacillus macerans Folhas de arroz Pindard-Mirim
B22 Bacillus polymyxa Folhas de arroz Arari
B47 Bacillus cereus Folhas de arroz Davindpolis
B45 Bacillus cereus Folhas de arroz Grajal
B22’ Bacillus pentothenticus Folhas de arroz Arari
B4l Bacillus cereus Folhas de arroz Grajal
B12 Bacillus spp. Folhas de arroz Arari
B25 Bacillus pumilus Folhas de arroz Arari

MGSS- F. oxysporum f. sp. lycopersici Planta deTomateiro Sao Luis

* Municipios Maranhenses

A avaliagdo foi efetuada ao décimo dia, ap6s
o pareamento, pela inibi¢do do crescimento micelial.
Para isso foram efetuadas medigdes do diametro das
colonias, em dois sentidos diametralmente opostos,
com auxilio de uma régua milimetrada, definindo-se
uma média para cada colonia. O delineamento expe-
rimental adotado foi o inteiramente casualizado, com
11 tratamentos e cinco repeti¢des, sendo que cada
placa consiste em uma unidade experimental.

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

PIC= Crescimento da testemunha — Crescimento tratamento x 100
Crescimento da testemunha

Avaliacio da producio de metabdlitos ter-
moestaveis mediados por Bacillus spp. a F. oxys-
porumf. sp. lycopersici.

No método para deteccdo qualitativa de anti-
bioticos (MDA), adaptado de kupper et al. (2003),
foram preparadas aliquotas de 200 ml de meio BD
(Batata-Dextrose) em frascos de Erlenmeyer e colo-
cados discos de meio BDA contendo a cultura da
bactéria (Bacillus spp.), com sete dias de idade. Os
frascos permaneceram durante 15 dias, sem agitagao,

a uma temperatura de 26 + 0,5 °C ¢ fotoperiodo de
12 h claro continuo. Apoés esse periodo, foram adici-
onadas 3 g de Agar em cada frasco, e estes autocla-
vados por 20 minutos a 120° C, e o caldo agarizado
foi vertido em placas de Petri, de 9 cm de didmetro.
No centro das placas foram colocados discos de cul-
tura de F. oxysporum f. sp. lycopersicie mantidas por
15 dias a uma temperatura de 26 + 0,5°C, na presen-
¢a de luz, em camara incubadora.

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 col6-
nia. Os diametros das colonias do patdégeno foram
comparados com a testemunha, cujo patogeno se
desenvolveu em meio BDA, sem a presenga do caldo
agarizado autoclavado. O delineamento experimental
adotado foi o inteiramente casualizado, com 11 trata-
mentos e seis repeti¢des.

A percentagem de inibigdo do crescimento
micelial (PIC) foi calculada pela formula de
(MENTEN et al., 1976), onde:

PIC= Crescimento da testemunha — Crescimento tratamento x 100
Crescimento da testemunha
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacido do antagonismo de Bacillus spp
a Fusarium oxysporum f. sp. lycopercisi in vitro.

No experimento baseado no método de circu-

lo através do antagonismo de 10 isolados de Bacillus
spp. a F. oxysporumf. sp. lycopersici, aos 10 dias
observou-se que todos mostraram efeito inibidor ao
patdgeno avaliado, ou seja, os tratamentos diferiram
estatisticamente da testemunha ( Tabela 2).

Tabela 2. Avaliagdo da inibicdo do crescimento micelial de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici pelo método do circulo

por isolados de Bacillus. Sao Luis, 2012.

Tratamento Diametro da colonia (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 3,94d 49,48
B25 4,79 ¢ 38,58

Testemunha 7,80 a -

*M¢édias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem entre si, pelo Teste de Tukey, ao nivel de 5% (p<0,5) de signifi-
cancia. CV (%) = 6,64. T= testemunha; B 45, B 41, B 47= B. cereus; B 35, B 25= B. pumilus; B 16= B. macerans,; B 22= B.
polymyxa; B 22°= B. pentothenticus;, B 12= Bacillus spp.; B 40= Bacillus sp.** PIC -Percentagem de Inibi¢do do Cresci-

mento Micelial.

Os isolados B 12, B 41, B22°,B45,B47 ¢ B
25 induziram as menores médias de didmetro da co-
l6nia do patoégeno. Os isolados B 35, B 40, B 16, B
22 diferiram estatisticamente da testemunha, porém
as médias de crescimento micelial de F. oxysporum
f. sp. lycopersici foram maiores.

Supde-se 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 produgdo de compostos volateis,
acido cianidrico (HCN) e antibi6ticos, de forma iso-
lada ou com todos esses mecanismos. Na literatura,
menciona-se que o género Bacillus pode produzir
todos esses produtos antagénicos como 0s encontra-
dos por Vieira-Junior (2005), que verificou no bioen-
saio in vitro que B. cereus (UFV-75) foi capaz de
produzir sider6foros, compostos volateis, bacterioci-
nas e enzima quitinase. E fato estabelecido que enzi-
mas como quitinases, celulases e glucanases, sejam
sintetizadas por microrganismos também como me-
canismos de antagonismo (DUFFY, 2003) e que, em
muitas situagdes, esse mecanismo pode explicar,

pelo menos em parte, o controle bioldgico de enfer-
midades de plantas promovido por alguns agentes
procariotas.

E importante notar que dentre esses isolados,
a presenca da espécie de Bacillus cereus ¢ marcante.
Esta espécie tem sido descrita por varios autores
como biocontroladora de doengas de plantas. Vieira-
Junior (2005) avaliando 500 isolados de procariotas
residentes do filoplano do feijoeiro in vitro, consta-
tou que o isolado UFV-75 (Bacillus cereus) foi capaz
de inibir, a germinagdo de conidios e crescimento
micelial de todos os patégenos testados. Ja Nasci-
mento (2009) no ensaio com dezoito isolados de
Bacillus spp., no controle do crescimento micelial de
Pyricularia grisea, observou a promogdo da inibigdo
do crescimento micelial de quinze isolados, aos qua-
torze dias, apds o pareamento com destaque para os
isolados B41 (B. cereus), B33 (B. polymyxa), BSB1
(B. lentus), B6 ( Bacillus sp.) e B31 (B. pumilus).

O género Bacillus apresenta grande potencial
de uso no controle bioldgico de diversos patdgenos
em diferentes culturas. Na cultura do milho, Shiomi
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(2007) observando o antagonismo de bactérias endo-
fiticas do milho como B. subtilis OG, B. lentimorbus
e Streptomyces sp. aos fungos de solo Phytiumapha-
nidermatum (Eds.) Fitz, Fusarium moniliforme
(Sheld.),Rhizoctoniasolani (Kithn) e Sclerotium-
rolfsii Sacc., e ao patogeno Exserohilum turcicum
(Pass.) K. J. Leonard & Suggs, constatou que, de
forma geral, todos os isolados selecionados apresen-
taram atividade antagénica aos patogenos desafian-
tes, com destaque as bactérias Bacillus subtilis OG e
Bacillus lentimorbus. Na cultura do mamoeiro, Paz
(2010) investigando o efeito fungistatico de nove
isolados de Bacillus contra Corynespora casiicola
(Berk e Curt.) Wei., observou que o isolado de Baci-
lluscereus apresentou o melhor resultado na inibi¢do
do crescimento micelial, com 63,36 %, através do
confronto no pareamento bactéria x fungo.

O antagonismo direto exercido contra fitopa-
togenos tem o envolvimento dos mecanismos de
antibiose, como a sintese de substancias antimicrobi-
anas, a competi¢ao por espago 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 li-
nhagens de bactéria concluiu que o B. pumilus apre-
sentou um potencial de biocontrole pelo confronto
em meio agarizado. Em um segundo ensaio, foi adi-
cionados outros dois patdgenos, Rhizoctonia solani e
Sclerotium rolfsii, e como resultado desta avaliagao,
apresentaram melhores atividades antagbnicas, B.
pumilus, B. cereus, B. antracis. Estes resultados cor-
roboram com os desta pesquisa, pois as espécies de
B. pumilus e B.cereus presentes neste experimento
também apresentaram atividade antagonica satisfato-
ria.

O biocontrole ao F. oxysporum f. sp. lycoper-
sicifoi de 49,48 % de inibigdo do crescimento miceli-
al pelo isolado B12 de Bacillus spp. Resultados se-
melhantes foram obtidos por Amorim; Melo (2002)
quando estudaram a ag@o antagonica de rizobactérias
contra dois fungos habitantes do solo, Phytophthora
icotianae (= parasitica) Dastur e P. citrophthora
(Sm. & Sm.) Leonian, em citros nos quais sete isola-
dos bacterianos apresentaram atividade antagdnica a
Phytophthora spp. dentre eles os mais significativos
na inibicdo do crescimento micelial aos desafiantes,
pertenciam ao género Bacillus. Acredita-se que os
mecanismos de acdo dessas rizobactérias em contro-
lar os fitopatogenos estejam relacionados a produgao
de compostos toxicos (antibiose) e de siderdforos
(competigdo por ferro).

Diversos autores tém verificado o potencial
antagonico de Bacillus com bons resultados de inibi-
¢do ao crescimento dos fungos fitopatogénicos. Kup-
per et al. (2003) estudando 64 isolados de Bacillus-
subtilis, 4 isolados de Bacillus spp., € um isolado de
B. thuringiensis, quanto a sua atividade antagdnica
contra Colletotrichum acutatum Simmonds, observa-
ram que todos apresentaram efeito inibitorio ao fun-

go avaliado. A mesma observacéo foi feita por Furla-
ni et al. (2007), em que todos os isolados de Bacillus
sp. promoveram inibicdo 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 satisfatérios, como os encontrados por
Pusey e Wilson (1984) em experimento com pos-
colheita, no qual houve o controle da podriddo parda
em diversos tipos de frutas com a pulverizagdo de
isolados de B. thuringiensis e B. subtilis, 0 que mos-
tra que microrganismos isolados de uma espécie de
hospedeiro podem realizar, de maneira efetiva, con-
trole de patogenos em diferentes espécies.

Avaliacio da producio de metabdlitos ter-
moestaveis mediados por Bacillus spp. a F. oxys-
porum f. sp. Iycopersici.

No estudo da inibi¢do do crescimento micelial
de F. oxysporum f. sp. lycopersici pelos antibidticos
secretados em caldo agarizado por dez isolados de
Bacillus spp., cinco diferiram estatisticamente da
testemunha sdo eles: B35, B47, B22’, B12 e B4, sen-
do os dois ultimos tratamentos que apresentaram os
menores didmetros de colonia do fitopatdgeno, com
2,89 e 3,81 cm , respectivamente (Tabela 3). Esses
resultados sugerem que os antibidticos presentes no
caldo agarizado autoclavado sdo termoestaveis, ou
seja, resistem a altas temperaturas sem perder as ca-
racteristicas antifungicas, e que seu modo de antago-
nismo 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 germinacdo de
urediniosporos, tanto em caldo natural como autocla-
vado, considerando a termoestabilidade dos metabd-
litos produzidos por B. subtilis, independente da pre-
senca de células vivas.

Os isolados B12 ¢ B41 mostraram que seus
produtos antibioticos foram capazes de inibir o cres-
cimento micelial de F. oxysporum f. sp. lycopersici
em 67,88 e 57,66 %, respectivamente. Em trabalho
realizado por Rollemberg (2008), para detec¢do de
compostos antifungicos extracelulares termoestaveis,
verificou-se que houve a produ¢do de um composto
com essas caracteristicas contra Colletotrichum glo-
esporioides, C. acutatum e Glomerella cingulata.
Furlani et al. (2007) obtiveram resultados contrarios
aos desta pesquisa, na qual avaliando a inibigdo de
crescimento de Colletotrichum acutatum em trés
condigdes diferentes, caldo bacteriano, caldo bacteri-
ano filtrado, e caldo bacteriano filtrado e autoclavado
com isolados de B. subtilis, ndo observou inibicdo ao
crescimento do fitopatdgeno em caldo autoclavado.

No entanto, observagdo contraria foi constata-
do por Kupper et al. (2009), investigando o efeito
dos metabdlitos termoestdveis produzidos por B.
subtilis na germinacdo de Colletotrichum acutatum,
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observaram que dos nove tratamentos de agente de
controle, apenas um isolado de B. subtilis ndo produ-
ziu metabdlitos toxicos termoestaveis em quantida-
des suficientes para inibir a germinagdo do patégeno.
Em um estudo anterior, Kupper et al. (2003) avalian-
do 69 isolados de Bacillus spp., quanto a produgado

de metabdlitos, verificaram com exce¢do de dois
isolados, que todos os outros tratamentos diferiram
estatisticamente da testemunha revelando que os
metabdlitos produzidos mostraram-se termoestaveis
€ mantiveram suas atividades mesmo ap6s autoclava-
gem.

Tabela 3. Médias da inibicdo do crescimento micelial de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici submetidos a produtos
metabolitos de diferentes isolados de Bacillus spp. Sdo Luis, 2012.

Tratamento Diametro da Colonia* (cm) PIC (%)**
B35 7.51 be 16.55
Bl16 8.66 a 3,77
B22 891 a 1,00
B45 891 a 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
B4l 38le 57,66
BI12 2.89¢ 67,88

Testemunha 9.00 a 0

*M¢édias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem entre si, pelo Teste de Tukey, ao nivel de 5% (p<0,5) de signifi-
cancia. 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..** PIC -Percentagem de Inibi¢ao do Crescimen-

to Micelial.

Grande parte dos microrganismos envolvidos
no controle bioldgico atua através de antibiose, onde
ocorre a interacdo entre organismos, um metabdlito
produzido por um deles tem um efeito prejudicial
sobre o outro. A producdo de metabolitos pode resul-
tar na completa lise e dissolug@o da estrutura celular
e independe do contato fisico entre os microrganis-
mos (BETTIOL; GHINI, 1995), dessa forma, a busca
por microrganismos antagdnicos a fungos fitopatogé-
nicos tem aumentado (BENITEZ et al., 2004). Diver-
sas espécies de Bacillus sao citadas como produtoras
de antibioticos, podendo secretar metabdlitos comer-
cialmente importantes, como enzimas aminoliticas e
enzimas proteoliticas (BETTIOL; GHINI, 1995).

Gomes et al. (2001) selecionando e avaliando
antagonistas para o controle biologico da pinta-preta
causada por Cylindrocladium spathulatum El-Gholl,
observou a produg@o de metabolitos por trés isola-
dos, sendo dois deles pertencentes ao género Baci-
llus, ja os outros isolados pesquisados estimularam o
crescimento do patogeno.

Os resultados desses experimentos ddo indi-

cios de que os isolados B12 (Bacillus sp.), B41 (B.
cereus) possam ser utilizados em experimentos de
campo, devido a suas propriedades antifungicas ja
constadas contra Corynespora cassiicola (PAZ,
2010), Pyricularia grisea (NASCIMENTO, 2009), e
contra Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici.

CONCLUSAO

As espécies de Bacillus avaliadas neste es-
tudo apresentaram potencial para inibigdo do cres-
cimento micelial de F. oxysporum f. sp. lycopersi-
ci, tanto pelo método do circulo, quanto pela pro-
dugdo de metabolitos termoestaveis, sendo a antibi-
ose seu principal mecanismo de agdo.
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