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Resumo: A antracnose é relatada como a doenga mais importante em frutos na fase pos-
colheita, tornando os frutos impréprios para consumo e comercializagao. O trabalho teve por
finalidade estudar a potencialidade antagonistica de isolados de Bacillus spp. a Colletotrichum
gloeosporioides, agente causal da antracnose em frutos, sob condi¢des de laboratdrio. Foram es-
tudados 16 isolados de Bacillus spp. quanto a capacidade de inibir o desenvolvimento do fitopa-
tédgeno em cultivo pareado. Foram testados 15 isolados de Bacillus spp. extraidos a partir de
amostras de solo e 1 isolado comercial de Bacillus thuringiensis var. kurstaki. Discos de meio BDA
colonizado pelo fungo de aproximadamente 0,5 cm foram colocados nos dois centros de cada
metade das placas. Os isolados de Bacillus spp. foram transferidos com o auxilio de uma alga de
platina, fazendo-se uma risca em todo o centro da placa. Foi adotado um delineamento inteira-
mente casualizado, com trés repeti¢des, considerando-se cada placa uma unidade experimental.
A avaliagdo do antagonismo ocorreu apos 3 e 7 dias. Os isolados Bc-004 e Be-44 inibiram o cres-
cimento micelial do fitopatdgeno por meio de antibiose e formaram halo de inibigao.

Palavras-chave: antracnose. efeito fungistatico. controle bioldgico. antibiose.

Abstract: Anthracnose is reported as the most important disease in post-harvest fruits, turn-
ing the fruits inappropriate for consumption and marketing. The work aimed to study the an-
tagonistic potential of isolated Bacillus spp. to Colletotrichum gloeosporioides, causal agent of an-
thracnose in fruits under laboratory conditions. We studied 16 isolated Bacillus spp. and their
ability to inhibit the development of the pathogen in paired cultivation. We tested 15 isolated
Bacillus spp. extracted from soil samples and 1 isolated from commercial Bacillus thuringiensis
var. kurstaki. Discs of PDA (0.5 cm of diameter) colonized with fungal mycelium were placed in
two centers of each half of the Petri dishes. Isolates of Bacillus spp. were transferred with the aid
of a platinum loop, by making a scratch across the middle of the petri dish. It was used a com-
pletely randomized design with three replications for each Petri dish being each one as an ex-
perimental unit. The evaluation of antagonism occurred after 3 to 7 days. The isolates Bc-004
and Bc-44 inhibited the mycelial growth of the pathogen through antibiosis and formed zone of
inhibition.
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Introducio

As perdas que ocorrem na fase pds-colheita de frutos em fung¢dao do apareci-
mento de podridoes, normalmente oriundas do campo, sdao um dos principais proble-
mas enfrentados pelos produtores de frutas. No Brasil, as perdas pos-colheita de frutos
tropicais, a exemplo da banana, manga, goiaba e mamao, sdao da ordem de 30% dos
produtos comercializados. A deterioragao dos frutos pode ocorrer durante a colheita,
armazenamento e/ou transporte (NERY-SILVA et al., 2001). A antracnose, causada por
Colletotrichum gloesporioides é relatada como a doenga mais importante dos frutos, e na
auséncia de medidas de controle, a incidéncia pode chegar a 91% de antracnose em
frutos apds a colheita (LIBERATO; COSTA, 1997).

A crescente demanda mundial por frutas tropicais tem exigido dos produtores e
exportadores uma preocupacao quanto a producao de frutas de melhor qualidade fi-
tossanitaria, tornando essencial o desenvolvimento de programas de controle de doen-
cas (BENATO et al., 2005).

Ha tempos, os pesticidas quimicos sdo usados na agricultura; entretanto, seus
efeitos colaterais tém estimulado a redugdo de seu uso e a ado¢ao de métodos naturais
menos agressivos. O controle biologico, utilizando fungos filamentosos, leveduras e
bactérias é uma técnica que tem sido relatada com sucesso (MARIANO, 1993). O controle
bioldgico visa manter, por meio de certas praticas, um equilibrio no agroecossistema,
de modo que o hospedeiro, na presenga do patdgeno, nao sofra danos significativos em
funcdo da agao controladora dos organismos nao-patogénicos do sistema (TAVARES,
1996).

Considerando-se os custos financeiros e ambientais no uso de fungicidas, assim
como as crescentes restri¢des a presenga de residuos nos frutos, faz-se necessario o es-
tudo de novas alternativas. Entre estas, o controle bioldgico torna-se uma alternativa
importante e tecnicamente justificivel (KUPPER et al., 2003; FURLANETTO et al., 1999). A
prospeccao de isolados bacterianos com potencial de uso em estratégias de controle
biolégico tem recebido atengdo especial nos estudos envolvendo protecao de frutos
pos-colhidos.

Espécies de Bacillus spp. vém-se destacando em aplicagdes em pos-colheita e no
filoplano. Este género pertence ao grupo de bactérias gram positivas, cuja caracteristica
¢ a produgao de enddsporos resistentes ao calor. Essas bactérias sdo encontradas natu-
ralmente no solo, e sua agdo antagonista nao € especifica, podendo produzir metaboli-
tos que atuam sobre patogenos foliares ou radiculares (MELO; AZEVEDO, 2000). Dessa
forma, com a identificagao e selecao de bactérias antagdnicas a antracnose, pode-se vir
a utiliza-las em programas de manejo de C. gloeosporioides.

Tendo em vista a propriedade inibitoria de B. thuringiensis sobre o desenvolvi-
mento de fungos patogénicos e a importancia do fungo C. gloeosporioides como agente
da antracnose em frutiferas, o presente trabalho tem como objetivo avaliar in vitro o
efeito de Bacillus spp. sobre o crescimento micelial de C. gloeosporioides, como uma pos-
sivel alternativa para o controle da podridao de pds-colheita.
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Material e métodos

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Genética e Biotecnologia
(GENEB) da Faculdade de Engenharias e Ciéncias Agrarias — FAECIA.

Obtengdo e procedéncia dos isolados do fitopatégeno

O fungo C. gloeosporioides foi isolado a partir de frutos de mamao (Carica papaya
L.) apresentando sintomas tipicos de podridao. Foram cortados discos de tecido com
aproximadamente 0,5 cm de diametro dos locais lesionados, na regido limitrofe entre a
area lesionada e a drea sadia. Esses discos foram superficialmente desinfestados em
solugao de hipoclorito de sddio a 1% por 2 minutos, depois colocados em alcool a 40%
por 1 minuto e, em seguida, enxaguados com agua destilada e transferidos para as pla-
cas de Petri de 9 cm de diametro, contendo como substrato o meio batata dextrose agar
(BDA). Em seguida, levou-se para camara tipo BOD a 25°C e fotoperiodo de 12 horas
(MENEZES; ASSIS, 2004). Depois do aparecimento das estruturas reprodutivas do fungo,
realizou-se a repicagem para outras placas com meio BDA, até a obtengdo da cultura
pura.

Obtencao de isolados de Bacillus spp.

Amostras de solo coletadas na regido de Patos de Minas foram utilizadas para o
isolamento de Bacillus spp. Foi utilizado o método descrito no protocolo da World He-
alth Organization (WHO, 1985). Neste procedimento, cada amostra de 1g de solo foi
homogeneizada em 5 mL de solugdo salina (0.8g NaCl/L) e submetida a agitagao (80
rpm), durante 12h. Uma aliquota de 1 mL foi transferida para tubo de microcentrifuga
tipo “eppendorf” e incubados em banho-maria (65°C por 30 minutos). Apds choque
térmico para eliminar as células vegetativas, uma aliquota de 200 pL foi distribuida em
placa de Petri contendo meio Luria-Bertani (LB). O material foi entdao mantido em BOD
(30°C por 36 horas). As colonias que cresceram foram separadas por meio da forma e
coloracgao.

Foram testados 15 isolados de Bacillus spp. extraidos a partir das amostras de
solo, e 1 isolado comercial de Bacillus thuringiensis var. kurstaki (produto comercial
DIPEL®).

Antagonismo entre Bacillus spp. e C. gloeosporioides em cultivo pareado

Foi utilizado o método de cultura pareada em placa de Petri contendo meio de
cultura, conforme descrito por Dennis e Webster (1971), com algumas modificag¢des.
Para isso, o isolado fungico foi transferido com estilete flambado para placas de Petri,
contendo meio de cultura BDA. Discos do meio colonizado com o fungo de aproxima-
damente 0,5 cm foram colocados nos dois centros de cada metade das placas. Os isola-
dos de Bacillus spp. foram inoculados com o auxilio de uma alga de platina, fazendo-se
uma risca em todo o centro da placa, com excecao das placas controle (testemunha),
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sem bactéria. As placas foram mantidas a 25°C em BOD sob fotoperiodo de 12 horas,
sendo avaliadas aos 3 e 7 dias de incubagao. O potencial de antagonismo dos isolados
foi avaliado por meio de medigdes do crescimento micelial dos fitopatogenos com o
auxilio de paquimetro digital (marca Worker).

Foi adotado um delineamento inteiramente casualizado, com trés repetigdes,
considerando-se cada placa uma unidade experimental. Os dados obtidos foram sub-
metidos a analise estatistica com o auxilio do software ‘Statistica” (STATSOFT, 2004).

Resultados e discussdo

Os isolados bacterianos tiveram efeitos diferentes em relacao ao crescimento
micelial do fungo aos 3 e 7 dias de incubagao (Tabela 1). Alguns isolados nao apresen-
taram nenhum efeito inibitdrio sobre o crescimento do fungo (Tabela 1). Por outro lado,
em ambos os periodos avaliados, os isolados Bc-004, Bc-44 e Bc-003 reduziram signifi-
cativamente o crescimento micelial de C. gloeosporioides em relagao a testemunha, com
formacao de halo de inibi¢ao, resultado da liberagao de metabdlitos pelos isolados, os
quais podem ser responsaveis pela inibi¢ao do crescimento do fungo. Este efeito inibi-
torio pode estar relacionado com a producao de quitinases e de outras enzimas que
podem ter acdo contra a parede celular fuingica, ja que algumas bactérias antagonistas
de fungos fitopatogénicos podem produzir quitinases (MAVINGUL; HEULIN, 1994).

Os isolados Bc-004 e Bc-44 foram os que mostraram maior eficiéncia na redugao
do crescimento micelial do fitopatdgeno, diferenciando estatisticamente da maioria dos
isolados e da testemunha. Em contrapartida, o isolado comercial de B. thuringiensis var.
kurstaki nao apresentou diferenca estatisticamente significativa em relagdo a testemu-
nha e a maioria dos isolados de Bacillus spp. (Tabela 1).

Avaliando o efeito fungistatico de Bacillus thuringiensis, Batista Junior et al.
(2002) verificaram inibi¢do da bactéria em relagao ao crescimento de Fusarium sp. e
Colletotrichum sp. Furlani et al., (2007) e Costa (2001) também obtiveram resultados sa-
tisfatorios na inibigao in vitro do crescimento micelial de Colletotrichum acutatum com
isolados de Bacillus spp. utilizando a técnica de cultivo pareado.

O uso de substancias derivadas do metabolismo de rizobactérias tem se mos-
trado promissor no controle de doencas fungicas em diversos patossistemas, como He-
mileia vastatrix em cafeeiro (BETTIOL et al., 1994), Colletotrichum acutatum em citros
(KUPER et al., 2003) e outros fungos fitopatogénicos como Alternaria sp. e Botrytis sp.
(ANGONESE, 2009).

A inibig¢ao do crescimento de C. gloeosporioides, sob condigdes in vitro, ocorreu
devida a antibiose, uma vez que impediram o desenvolvimento do fitopatogeno
(ARRAS; ARRU, 1997, citado por KUPPER et al., 2003). Microrganismos que agem por anti-
biose geralmente tém amplo espectro de a¢ao, de forma que na inibi¢do dos fungos a
produgao de substancias tdxicas € mais efetiva do que qualquer outro mecanismo de
agao envolvido. A constatagdo da produgao de substancias inibidoras produzidas pelos
isolados de Bacillus spp. ao C. gloeosporioides é importante para o entendimento do me-
canismo de agdo do antagonismo, possibilitando, dessa forma, o controle da doenga
pelo uso das substancias produzidas.
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Os bons resultados de antagonismo obtidos in vitro nem sempre sdo garantias
de eficiéncia em programas de manejo; muitas vezes, a eficacia dos antagonistas in vitro
podem ser insuficientes perante uma série de fatores, uma vez que as condi¢oes em
laboratério sao controladas de forma que o isolado apresente maximo desempenho.

Tabela 1. Efeito fungistatico de isolados de Bacillus spp. sobre o crescimento micelial
(didametro da colonia) de Colletotrichum gloeosporioides em dois periodos de incubacao.

Incubagao por 3 dias Incubagao por 7 dias

Isolado Diametro (mm) Isolado Diametro (mm)
Bc-004 81 a! Bc-004 93 a

Bc-44 10,0 b Bc-44 11,1 a
Bc-003 12,5 b Bc-003 14,7 a b
Bc-006 12,9 b Bc-225 191 b
Bc-87 13,4 b Bc-30C 192 b
Bc-208 13,5 b Bc-208 204 bcd
Bc-30C 13,5 b ¢ Bc-238 206 b cd
Bc-225 14,0 b ¢ Bc-001 22,0 cd
Bc-238 14,4 b ¢ Bc-002 22,5 cd
Bc-005 14,5 b ¢ Bt. kurstaki 22,5 cd
Bc-146C 14,6 b ¢ Bc-252 22,9 cd
Bc-002 15,3 C Bc-146C 23,5 cd
Bc-252 15,4 c Bc-369 23,7 cd
Bc-369 15,7 C Bc-006 24,0 cd
Bc-001 16,5 c Bc-005 24,0 cd
Testemunha 16,5 C Bc-87 24,3 cd
Bt. kurstaki 16,6 C Testemunha 26,3 d

(1) Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey,
a 5% de probabilidade.

Conclusdo

Os isolados apresentaram variagdo quanto a atividade antifungica in vitro con-
tra C. gloeosporioides, sendo os isolados Bc-004 e Bc-44 os mais promissores, chegando a
exercer inibi¢do no crescimento micelial do patdgeno.
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