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RESUMO

O cultivo do feijdo-caupi no Brasil tem sido limitado por diversos patégenos, dentre os quais
encontra-se Rhizoctonia solani, agente causal da mela, que constitui-se em uma das principais
razdes da sua baixa produtividade, causando manchas e desfolha na planta. O controle da
mela preconizado para cultura do feijdo-caupi é a prevencdo, com a rotacdo de culturas, uma
vez que ndo ha fungicidas registrados especificamente para uso nessa cultura. O interesse por
métodos alternativos de controle de doencas de plantas vem aumentando ao longo dos anos,
principalmente pelo controle bioldgico com microorganismos antagbnicos, por ser menos
danoso ao ambiente. O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial antagonico in vitro de
isolados de Trichoderma, Pseudomonas e Bacillus contra R. solani. Foi utilizado o método de
pareamento de coldnias, onde discos de cultura do patdgeno e do antagonista (=9 mm)
cultivados por sete dias em BDA foram pareados de forma equidistante em placas de Petri
contendo o mesmo meio de cultura, em pdlos opostos das placas, a 5mm de distancia da
borda. Para as rizobactérias, foram colocados discos de micélio do patégeno em pdlos opostos
a placa e tracado um risco da cultura bacteriana no centro da placa. Os tratamentos foram
incubados a 28 + 2°C, com fotoperiodo de 12h claro/escuro. O delineamento experimental foi
inteiramente ao acaso, com o total de 79 tratamentos (24 de Pseudomonas, 27 de Bacillus e 28
de Trichoderma). Foram feitas avaliacdes diarias do crescimento radial (mm) das col6nias,
pelo periodo de quatro dias, e calculado o indice de Velocidade de Crescimento Micelial
(IVCM). A anélise de variancia foi feita pelo teste F (p-valor < 0.05), com as médias de
crescimento sendo comparadas pelo teste de Scott-Knott (p-valor<0.05), utilizando-se 0
programa SISVAR, versdo 5.6. Observou-se diferenca estatistica significativa no IVCM entre
0 crescimento de R. solani pareado com 0s antagonistas e o tratamento testemunha. O
crescimento micelial de R. solani foi de 28,48 mm, 20,68 mm e 26,88 mm na presenca dos
isolados P26 (Pseudomonas), B21 (Bacillus) e T2 (Trichoderma), respectivamente, enquanto
gue no tratamento controle o crescimento do patdgeno variou entre 86,94 e 44,49 mm, sendo
superior, portanto, aquele na presenca dos antagonistas, indicando a inibicdo do crescimento
micelial na presenca dos mesmos. Foi detectada diferenca estatistica significativa entre os
isolados testados e concluiu-se, portanto, que os isolados T2, P26 e B21 apresentaram
potencial para o biocontrole do agente causal da mela do feijao-caupi.

Palavras-chave: Controle biolégico, Vigna unguiculata, rizobactérias,



ABSTRACT

The cultivation of cowpea in Brazil has been limited by several pathogens, among which is
Rhizoctonia solani, causal agent of thread blight, which is one of the main reasons for its low
productivity, causing spots and defoliation in the plant. The recommended control for web
blight is prevention, with crop rotation or resistant crop material, since there are no fungicides
registered specifically for use in that crop. The interest in alternative methods of controlling
plant diseases has been increasing over the years, mainly due to biological control with
antagonistic microorganisms, because it is less damaging to the environment. The objective of
this work was to evaluate the in vitro antagonistic potential of Trichoderma, Pseudomonas
and Bacillus isolates against R. solani. The colony pairing method was used, where culture
disks of the pathogen and the antagonist (& = 9 mm) grown for seven days in BDA were
equidistantly paired in Petri dishes containing the same culture medium, at opposite poles of
the plate, five millimeters away from the edge. For the rhizobacteria, pathogen mycelium
discs were placed in opposite poles of the plate and a line of bacterial culture was traced in the
center of the plate. The plates were incubated at 28 + 2°C, with photoperiod of 12h light /
dark. The experimental design was entirely randomized, with 79 treatments (24
Pseudomonas, 27 Bacillus and 28 Trichoderma). Daily evaluations of the radial growth
(mm) of the colonies were made for a period of four days, and the Mycelial Growth Rate
Index (IVCM) was calculated. The analysis of variance was performed by the F-test (p-value
< 0.05), with the growth averages being compared by the Scott-Knott test (p-value<0.05),
using the SISVAR program, version 5.6. A significant statistical difference was observed for
the IVCM between the growth of R. solani paired with the antagonists and the control
treatment. The mycelial growth of R. solani was 28.48 mm, 20.68 mm and 26.88 mm in the
presence of the isolates P26 (Pseudomonas), B21 (Bacillus) and T2 (Trichoderma),
respectively, whereas in the control treatment the growth of the pathogen varied between
86.94 and 44.49 mm, being higher, therefore, than that in the presence of the antagonists,
indicating the inhibition of the mycelial growth in the presence of the same ones. A
significant statistical difference was detected between the tested isolates and it was concluded
that the isolates T2, P26 and B21 have potential for the biocontrol of the causal agent of

cowpea thread blight.

Key words: Biological control, Vigna unguiculata, rhizobacteria.
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1. INTRODUCAO

O feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) é uma cultura de importante valor
econémico, por ser a principal fonte de proteina vegetal de populacdes com baixa renda
(CARDOSO et al., 1991). O feijdo-caupi e o feijado comum (Phaseolus vulgaris L.) estdo se
tornando novas opg¢des para 0s arranjos produtivos, j& que a mudanca tecnoldgica tem
provocado reflexos na cadeia produtiva de diversas culturas com o alto custo de insumos,
fertilizantes e defensivos agricolas. A cultura do feijao vem destacando-se com o aumento da
produtividade na terceira safra, sendo o feijdo-caupi responsavel por 20% da producdo em
2005, tendo como expansdo da area plantada para as regifes Norte, Nordeste e Centro-Oeste
onde é plantado como safrinha apds o plantio de arroz e soja e em alguns lugares, como no
Cerrado, é cultivado como cultura principal sendo uma producéo de alta qualidade e bem
aceito entre os comerciantes, agroindustria, distribuidores e consumidores (FREIRE FILHO,
2011).

O cultivo do feijao-caupi apos a colheita da soja deve ser estudada pois sao hospedeiros de
patdgenos em comum, dentre eles a Rhizoctonia solani que causa a mela do feijdo-caupi. A
identificacdo da doenca é feito através da observacdo das folhas que apresentam manchas
causadas por miroesclerddios ou pelos micélios, a formagdo de uma teia micelial e a desfolha
da planta, podendo aparecer esses sintomas nas vagens do feijdo (NECHET E HALFELD-
VIEIRA, 2006).

Segundo Nechet, Vilarinho e Halfeld-Vieira (2006), o feijdo-caupi apresenta uma variacao
da reacdo dos gendtipos em relacdo ao meio ambiente, podendo ser influenciado pela
precipitacdo pluviométrica e o histérico da area, esse Ultimo podendo ser responsavel pela
maior severidade da doenca em diferentes ambientes, principalmente em plantas obtidas no
ecossistema de cerrado.

R. solani € um fungo presente no solo, sendo os primeiros sintomas da doencga visiveis nas
folhas mais baixas, proximas do solo, na forma de manchas foliares com presenca de uma teia
micelial caracteristica dessa doenca. Esse patogeno preserva-se durante longos periodos no
solo por meio de estruturas de resisténcia, os esclerddios, e apresenta alta capacidade de
saprofitismo e varios hospedeiros alternativos cultivaveis ou ndo (PAPAVIZAS & DAVEY,
1961).
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A mela é uma doenca de dificil controle, ndo havendo, ainda, fungicidas registrados para
uso na cultura do feijao-caupi. Os métodos de controle preconizados para seu controle sdo a

utilizacdo de cultivares resistentes e a rotacdo de culturas (Nechet e Halfeld-Vieira, 2011).

Uma das alternativas ao controle quimico € o controle bioldgico. De acordo com Lima et
al. (2004), o controle bioldgico, ou biocontrole, é fundamentado nas interacdes antagbnicas

que ocorrem entre as especies.

Segundo Benitez et al. (2004)., determinadas espécies de Trichoderma interferem na vida
dos fitopatogenos por diversos mecanismos de acdo como a competicdo por espaco e
nutrientes, a antibiose, 0 microparasitismo, a fungistase e a inducdo de resisténcia, dentre
outros, sendo esse género representado por diferentes espécies entre 0s 90% dos antagonistas
utilizados para o biocontrole de fitopatdgenos.O comportamento desses fungos como
antagonistas € essencial para seu efetivo uso em biocontrole, pois podem atuar utilizando
varios mecanismos (Kicuk & Kivang, 2003).

Assim sendo, o objetivo deste trabalho foi selecionar in vitro isolados de Trichoderma
spp., Bacillus spp. e Pseudomonas spp. como agentes de biocontrole contra R. solani, agente
causal da mela do feijdo-caupi.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Rhizoctonia solani

O fungo Rhizoctonia solani Kuhn é pertencente ao Reino Fungi, Filo Basidiomycota,
Classe  Basidiomycetes, Ordem  Ceratobasidiales e Familia Ceratobasidiaceae
(HAWKSWORHT et al., 1995). E caracterizado pela ramificacdo em angulo reto, com
septacdo apds o ramo, septo doliporo e constricdo na base da ramificacdo (Fig.1 ), sendo a
fase sexuada representada por Thanatephorus cucumeris (BUTLER; BOLKAN, 1973,
ANDERSON, 1982; ADAMS, 1988). R. solani ¢é classificado como fungo imperfeito,
pertencente a divisdo Deuteromycota, cujos fungos s@o popularmente denominados
deuteromicetos, vivendo no solo saprofiticamente ou exercendo parasitismo sobre diversas
culturas anuais ou perenes, animais e outros fungos presentes neste ambiente (MOREIRA,
SIQUEIRA, 2002).
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Presente em varias partes do mundo, R. solani tem grande capacidade de infectar diversas
partes das plantas e causar dessecacdo de sementes, damping-off, doencas foliares, dessecacao
de frutos, doencas de raiz e caule (MENZIES, 1965). Foi descrito primeiramente em 1815,
por De Candolle, micologista francés, sendo um fungo que ndo esporula e ataca
principalmente raizes atraves de esclerodios (SNEH et al, 1991). Posteriormente, ao observar
doencas causadas em tubérculos de batatas, Kinh encontrou um fungo que nomeou de
Rhizoctonia solani (KUNH, 1858).

Fungo presente no solo, possui grande capacidade saprofitica, produzindo estruturas de
resisténcia chamadas de esclerddios, que permitem sua sobrevivéncia em determinadas areas,
por longos periodos (PAPAVIZAS; DAVEY, 1961).

Figura 1. Coldnias de Rhizoctonia solani spp. (I) em meio de cultura BDA; Hifas de Rhizoctonia solani (I1).

Fonte: Arquivo pessoal

2.2 AGENTES DE BIOCONTROLE

2.2.1 Trichoderma Spp.

O fungo Trichoderma é um microorganismo da familia Hypocreaceae, ordem
Hypocreales, classe Hyphomicreomycetidae, encontrado em solos, raizes e tecidos vegetais
em regides de clima temperado e tropical (MACHADO et al, 2012). Esse fungo é um dos
mais estudados, devido sua utilizacdo como agente de biocontrole e promocéo de crescimento
em plantas.

A atividade de biocontrole é conhecida ha mais de 60 anos, podendo ocorrer de forma
indireta por meio da producdo de antibidticos, inativando enzimas ou competindo por
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nutrientes, ja que o Trichoderma possui a capacidade de obter ATP do metabolismo de
diferentes acticares, ou de forma direta, atuando como um microparasita (BENITEZ et al,
2004; HARMAN et al, 2004; SILVA et al, 2011; WOO et al., 2005;).

Figura 2. Col6nia deTrichoderma spp. em meio de cultura BDA.

Fonte: Arquivo pessoal

Em estudos realizados com Trichoderma para controle de doenga em morangueiros, o
fungo reduziu em até 70% o crescimento de Colletotrichum acutatum. Além do biocontrole, o
mesmo atuou solubilizando metais e aumentando a produtividade da cultura (LORENZETTI,
2012). Santos (208) afirmou que o uso de Trichoderma com inoculacdo prévia em substratos
proporcionou 0 aumentos de matéria seca e fresca em plantas de maracujazeiro-azedo
oriundas de estacas. Weinddling e Fawcett (1936) realizaram estudos sobre 0 uso de estirpes
de Trichoderma para controle de R. solani Kiihn em citros, na tentativa de controlar outras
doencas que poderiam ser causadas por outros fungos.
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2.2.2 Rizobactérias

A rizosfera do solo, regido com influéncia do sistema radicular das plantas, é
colonizada por diversos microorganismos (SCHROTH; HANCOCK, 1982), sendo importante
para processos de nutricdo de plantas, trocas gasosas, gradientes de unidades do solo,
amonificagdo, nutricdo, simbiose e mineralizagio (MELO, 2005). Algumas
rizobactérias,quando presentes no substrato, promovem 0 enraizamento, crescimento e
biocontrole de plantas (TEIXEIRA, 2001; MAFIA et al., 2005; TEIXEIRA et al., 2005).
Atualmente, o controle bioldgico vem sendo uma ferramenta indispensavel para a maior
eficiéncia de controle e um menor custo na utilizacio de terras (VIEIRA JUNIOR, 2005). As
bactérias dos géneros Aeromonas, Azoarcus, Azospirillum, Azotobacter, Arthobacter,
Bacillus, Clostridium, Enterobacter, Gluconacetobacter, Klebsiella, Pseudomonas e Serratia,
sdo as principais encontradas em raizes de plantas (PODILE E KISHORE, 2006). Dentre
estas, podemos destacar as do género Pseudomonas, que, predominantes em boa parte da
rizosfera, sdo capazes de atuar como agentes de controle biolégico e de promover de
crescimento, presentes em raizes e tubérculos, estimuladas pelos exudatos radiculares e
produzindo grandes variedades de metabdlitos secundérios toxicos a fungos e bactérias
causadores de doencas, destacando-se os antibidticos e alcaldides (HERNANDEZ et al.,
1999).

Outro género muito estudado é o Bacillus, que forma estruturas de resisténcia
chamadas enddsporos, capazes de permanecer por anos em varios tipos de ambiente
(FREITAS et al.,1997). Microorganismos muito abundantes no solo, sdo bons antagonistas
contra varios patogenos, sendo seu principal mecanismo de acdo a antibiose (SANTOS et al.
2006).

Diversos estudos foram feitos com bactérias do género Pseudomonas, tendo resultados
positivos no biocontrole de fitopatdgenos. SANTOS et al. (2009), ao avaliar o antagonismo de
P. fluorescens a Macrophomina phaseolina, concluiu que 19 isolados foram inibidores deste
patdgenoem meio de cultura BDA, sendo mais eficiente o isolado PG45, com 54,2% de
inibicdo do fitopatdgeno, confirmando assim a capacidade deste antagonista de produzir
diversos antibioticos. Monteiro (2002) testou oito isolados do género Bacillus, dentre os quais
quatro produziram substancias que inibiram o crescimento de Xanthomonas campestris pv.
Campestris, das espécies B. subtilis B. megaterium PV. cerealis , B. megaterium e B. cereus

,onde os dois primeiros foram mais eficientes em relacdo a atividade antimicrobiana.
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Figura 3. Col6nias de Bacillus sp. em meio NA (1) e de Pseudomonas sp. em meio King B (I1).

Fonte: Arquivo pessoal

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Localizacso da Area de Estudo

O experimento foi realizado no Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Amaz6nia

Oriental, em Belém, PA, no periodo de Janeiro a Marco de 2017.

3.2. Antagonismo in vitro com Rizobactérias

O experimento foi realizado pelo método de pareamento de coldnias. R. solani foi
isolado em meio de Agar-Agua e cultivado em meio Batata-Dextrose-Agar (BDA), incubado
sete dias, em regime alternado de luz (12 h claro/12 h escuro), a temperatura de 24 + 2 °C. As
bactérias foram cultivadas em meio de Nutriente-Agar (NA) e King B por 48 horas, nas
mesmas condicdes. Posteriormente, discos de micélio do patdgeno (¢ = 9 mm) retirados da
extremidade das colénias foram colocados em dois pontos equidistantes das placas de Petri
contendo BDA, onde um risco de crescimento bacteriano foi previamente tragcado no centro
das placas de Petri, com auxilio de uma alca de Drigalski. As placas assim inoculadas foram
incubadas a temperatura de 28 + 2 °C, com fotoperiodo de 12h, até que os fungos do
tratamento controle, sem a presenca dos agentes causais, completassem seu crescimento, 0

que ocorreu apds quatro dias de incubacéo.
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O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco repeticdes,
utilizando-se 51 isolados de rizobactérias (23 de Pseudomonas spp. e 27 de Bacillus spp.)
provenientes da colecdo de rizobactérias do Laboratério de Fitopatologia da Embrapa
Amazonia Oriental, coletadas da rizosfera de plantas de coqueiros de plantio comercial
localizado no municipio de Moju, estado do Para. Foi medido o raio da colénia dos patdégenos
na presenca de cada antagonista, com auxilio de paquimetro digital, e foi calculado o indice

de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM), segundo equacdo adaptada de Oliveira

¥ R—Ra
o

(1991): IVvCM = sendo 1IVCM= Indice de Velocidade de Crescimento Micelial, R=

Raio atual da col6nia, Ra= Raio da col6nia no dia anterior e N= nimero de dias ap0s o inicio
do experimento. O percentual de controle dos antagonistas sobre os patdgenos foi calculado
pela diferenca entre o didmetro da colénia dos patdgenos no tratamento controle e na presenca
dos antagonistas. Os dados obtidos foram submetidos ao teste F a 5% de probabilidade e as
médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott, a 5%. Foi utilizado o programa
estatistico SISVAR, versdo 7.7.

3.3 Antagonismo in vitro de Trichoderma spp. contra R. solani.

Os antagonistas foram isolados em meio de Agar-Agua, repicados para o meio de Batata-
Dextrose-Agar (BDA) e incubados por cerca de sete dias, em regime alternado de luz (12h
claro/12h escuro), a temperatura de 24 + 2 °C. Posteriormente, discos de micélio do patégeno
e do antagonista foram colocados em extremidades opostas de placas de Petri contendo BDA.
As placas inoculadas foram incubadas a temperatura de 28 + 2 °C, com fotoperiodo de 12h
claro/escuro, até os fungos do tratamento controle, sem a presenca dos agentes causais,
completassem seu crescimento, o0 que ocorreu ap6s quatro dias de incubacdo. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, com cinco repeticoes, utilizando-se 27 isolados de
Trichoderma spp. provenientes da colecdo do Laboratério de Fitopatologia da Embrapa
Amazonia Oriental, conforme mencionado no experimento anterior. Foi medido o raio da
coldnia dos patdgenos na presenca de cada antagonista, com auxilio de paquimetro digital, e
foi calculado o Indice de Velocidade de Crescimento Micelial, segundo equacio adaptada de

Y. E—Ra

Oliveira (1991): IvcM = , sendo IVCM= Indice de Velocidade de Crescimento

Micelial, R= Raio atual da coldnia, Ra= Raio da col6nia no dia anterior e N= nimero de dias
apos o inicio do experimento. O percentual de controle dos antagonistas sobre os patdgenos

foi calculado pela diferenca entre o didmetro da coldnia dos patdgenos no tratamento controle
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e na presenca dos antagonistas. Os dados obtidos foram submetidos ao teste F a 5% de
probabilidade e as médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott, a 5%. Foi utilizado o

programa estatistico SISVAR, versdo 7.7.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Antagonismo in vitro de rizobactérias contra Rhizoctonia solani.

Os resultados obtidos nos testes de antagonismo de Pseudomonas spp. contra R.solani
encontram-se na Tabela 1. O IVCM de R. solani na presenca dos isolados de Pseudomonas
spp. variou de 58,10 mm a 28,48 mm, enquanto que na auséncia dos mesmos (tratamento
controle), este indice foi de 86,94 mm, sendo, portanto, superior a maioria dos tratamentos.
Isso indicou que houve inibicdo do crescimento micelial do fitopatogeno na presenca da
maioria dos antagonistas, com 95% dos 23 isolados apresentando diferenca significativa em
relacdo ao controle. Entre os tratamentos que apresentaram diferenca estatistica significativa
em relacdo ao controle, P26 apresentou 0 maior potencial antagonico, com 67,23% de
inibicdo do crescimento micelial de R. solani (Figura 1). Em seguida, vieram os tratamentos
P02, P21, P40 e P18, os quais apresentaram percentuais de controle de 65,01%, 64,88%,
55,16% e 46,91%, respectivamente.

Tabela 1. indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM)
médio de Rhizoctonia solani na presenca de isolados de
isolados de Pseudomonas spp..

Isolado de
Pseudomonas IVCM %

spp.

P2 30,416000a 65,01
P4 58,104000d 33,17
P7 58,006000d 33,28
P8 55,090000d 36,63
P12 48,736000c -60,23
P14 55,712000d 35,92
P17 57,630000d 33,71
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P18 46,154000c 46,91
P21 30,530000a 64,88
P22 55,306000d 36,39
P23 48,876000c 43,78
P24 51,718000c 40,51
P25 51,004000 c 41,33
P26 28,484000a 67,23
P29 51,696000 c 40,54
P31 55,090000a4 36,63
P32 58,000000 d 33,29
P33 58,430000 d 32,79
P 36 49,492000 ¢ 43,07
P38 51,608000c 40,64
P 39 53,218000c 38,79
P 40 38,980000b 55,16
P41 57,286000 d 34,11
Testemunha | 86,946000 e 0
CV %1272

*Meédias seguidas por mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Skontt-Knott a 5% de probabilidade.

Figura 4. Efeito do isolado P26 (Pseudomonas sp.) sobre o crescimento in vitro de Rhizoctonia solani (I)

Testemunha (sem antagonista); (1) Placa com Patdgeno na presenca do antagonista.
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Fonte: Arquivo pessoal

A utilizagdo de microrganismos antagonicos no controle das doengas de importancia
agricola representa uma estratégia relevante para assegurar boas condi¢des sanitarias com
menores danos ao meio ambiente e a satde publica (MELO, 2000). O potencial inibitério dos
isolados de Pseudomonas também diferiu significativamente contra R. solani, sendo isolados
P26 o que exerceu maior efeito inibitdrio sobre o patdgeno.

Os resultados obtidos nos testes de antagonismo de Bacillus spp. contra R. solani
encontram-se na Tabela 2, onde 96% dos 26 isolados testados apresentaram diferenca
significativa em relagdo ao tratamento controle, manifestando potencial de inibicdo ao
fitopatdgeno. O IVCM variou entre 50,85 e 20,68 mm na presenca dos antagonistas, enquanto

gue na testemunha o indice foi de 56,56 mm.

indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM)

Tabela 2. médio de Rhizoctonia solani na presenca de isolados de
isolados de Bacillus spp..
Isolado de IVCM %
Bacillus spp.
Bl 50,372000d 10,94
B2 45,358000 ¢ 19,81
B5 31,546000 b 44,22
B8 31,200000 b 44,84
B9 30,328000 b 46,38
B11l 31,816000 b 43,75
B14 32,054000 b 43,33
B16 31,948000 b 43,51
B17 45,262000 c 19,98
B20 31,694000 b 43,96
B21 20,680000 a 63,43
B23 50,662000 d 10,43
B24 34,754000 b 38,55
B25 49,202000d 13,01
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B27 41,440000 ¢ 26,73
B28 44,962000 ¢ 20,51
B29 32,988000 b 41,68
B33 43,890000 ¢ 22,40
B34 50,858000 d 10,08
B35 37,584000 b 33,55
B44 29,048000 b 48,64
B46 31,108000 b 45,00
B48 43,814000 ¢ 22,54
B50 49,462000 d 12,55
B52 35,876000 b 36,57
B60 30,774000 b 45,59
B64 49,560000 d 12,38
Testemunha 56,564000 e 0
CV % 10,73

*Médias seguidas por mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Skontt-Knott
a 5% de probabilidade.

O tratamento que proporcionou menor crescimento micelial na presenca dos
antagonistas foi o isolado B21, com 20.68 mm e percentual de 63,43% de inibi¢éo de R.solani
(Figura 2) seguido de B44, B09, B60 e B46, com o0s percentuais de controle de
48,64%,46,38%, 45,59%, 45,00%, respectivamente. Os resultados obtidos neste estudo

comprovaram o potencial de Bacillus spp. para o controle in vitro de R. solani.
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Figura 5. Efeito do isolado B21 (Bacillus sp.) sobre o crescimento in vitro de Rhizoctonia solani. (I)

Testemunha (sem antagonista); (1) Placa com Patdgeno na presenca do antagonista.

Resultados semelhantes ao que esta sendo relatado no presente estudo foram descritos
por outros grupos de estudo que empregaram metodologia similar para avaliar a atividade
fungistatica de Bacillus spp.e B. subtilis contra fungos causadores de doencas em plantas
(ANGONESE et al., 2009; ASAKA; SHODA, 1996; FERREIRA et al., 1991; KALITA et al.,
1996; KUPPER et al., 2003; PUSEY; WILSON, 1984; PUSEY et al., 1986; SONODA,; GUO,
1996). Estudos demonstraram que bactérias do género Bacillus possuem grande potencial
para serem usadas como agentes de controle bioldgico de fungos fitopatogénicos.

A maioria dos isolados testados neste estudo foram capazes de inibir o crescimento
micelial de R. solani sp., provavelmente devido a producdo de substancias que impediram o
desenvolvimento desse fitopatdgeno pois, para Arras &Arru (1997), citados por Kupper et al.
(2003), as bactérias antagdnicas como Bacillus sp., de modo geral, agem com mecanismos de

antibiose e, ocasionalmente, por parasitismo e competicao.

4.2 Antagonismo in vitro de Trichoderma spp. contra R. solani.

Os resultados obtidos nos testes de antagonismo de Trichoderma spp. contra R. solani
encontram-se na Tabela 3, onde 60% dos 27 isolados testados apresentaram diferencga
estatistica significativa em relacdo ao tratamento controle, manifestando potencial de inibicao
ao fitopatdgeno. O IVCM variou de 59,43 mm a 26,88 mm na presenca dos isolados de
Trichoderma spp., enquanto que no tratamento controle, este indice foi de 44,49 mm,
indicando que houve inibicdo do crescimento micelial do patégeno na presenca dos
antagonistas. Dentre os tratamentos que apresentaram diferenca estatistica significativa do
controle, o que proporcionou menor crescimento micelial do fitopatogeno foi T2, com o
IVCM de 26,88 mm, indicando o percentual de controle de 39,57%, seguido dos isolados
T43, T14, T8, T28, os quais promoveram 0s percentuais de controle do crescimento micelial
de R. solani de 29,43%, 27%, 25%, 22,20%, respectivamente.

Tabela 3. indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM)
médio de R. solani na presenca de isolados Trichoderma

Spp..



Isolado de IVCM %
Trichoderma spp.
T1 38.046000 b 14,49
T2 26.886000 a 39,57
T8 33.370000 a 25,00
T9 36.064000 b 18,95
T14 32.482000 a 27,00
T15 35.880000 b 19,36
T16 37.046000 b 16,74
T21 42.766000 ¢ 3,88
T28 34.614000 b 22,20
T31 39.0160000c 12,31
T32 41.944000b 5,73
T 33 46.630000c -4,79
T34 42.760000 c 3,90
T36 34.936000 b 21,48
T37 38.066000 b 14,45
T 38 49.044000 ¢ -10,22
T41 36.116000 b 18,83
T43 31.400000 a 29,43
T44 36.554000 b 17,84
T45 40.292000 c 9,44
T52 46.136000 ¢ -3,68
T53 39.204000 b 11,89
T56 43.592000 ¢ 2,03
T57 37.722500 b 15,22
T58 35.964000 b 19,17
T59 43.814000 c 1,53
T60 42.194000 ¢ 5,17
Testemunha 44.496000 c 0

24
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CV% 11.91

*Médias seguidas por mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Skontt-Knott a 5% de probabilidade.

Figura 6. Efeito do isolado T02 (Trichoderma spp.) sobre o crescimento in vitro de Rhizoctonia solani (1)

Placa com o patdgeno na presenca do antagonista.; (1) Testemunha (sem antagonista).

Fonte: Arquivo pessoal

A inibicdo dos fitopatdgenos por Trichoderma spp.,6 um aspecto importante para a
sobrevivéncia do agente de biocontrole no meio ambiente (SAMUELS, 1996). A Figura 6
representa o teste de pareamento em placa, tendo sido considerado o isolado TO2 o mais
eficiente frente ao fitopatdgeno. O crescimento dos fitopatdgenos foi mais lento na presenca

das espécies de Trichoderma spp.,do que na auséncia dele (controle).

Ao final da avaliacdo experimental, foi observada a presenca de esporos de Trichoderma
spp. nas hifas do hospedeiro. Os isolados testados neste trabalho mostraram maior
consisténcia em termos de competicdo por espaco e nutrientes, chegando a esporular sobre a
coldnia do patdégeno, o que vai de encontro ao relato de Bossalis (1964), que aponta a
abundancia de esporulacdo de Trichoderma spp. Algumas linhagens de trichoderma séo
utilizadas no controle de fitopatégenos e na promogdo de crescimento vegetal devido a sua
versatilidade de acdo, como parasitismo, antibiose e competicdo, além de atuarem como
indutores de resisténcia das plantas contra doencas. Essas caracteristicas tornam trichoderma
um dos fungos mais pesquisados em condicGes de laboratério, casa de vegetacdo, no Brasil,
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estufa em Portugal, e campo (Altomare et al., 1999; Harman et al. 2004a; Resende et al.,
2004; Delgado et al., 2007; Filho et al., 2008; Louzada et al., 2009; Hoyos-Carvajal, Orduz, e
Bissett, 2009).

5 CONCLUSOES
Dos isolados bacterianos, P26 (Pseudomonas spp.) e B21 (Bacillus spp.,)
apresentaram-se promissores para o controle in vitro de R. solani.

O isolado T02 (Trichoderma spp.,), foi eficiente no controle in vitro de R. solani.

Os isolados P26 (Pseudomonas spp.) B21 (Bacillus spp.) e TO2 (Trichoderma spp.,)
atuaram significativamente contra o fitopatdgeno, apresentando potencial de utilizacdo em

futuros programas de controle biolégico da mela em feijdo-caupi.
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