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RESUMO

Devido a auséncia de medidas efetivas de controle quimico para a podridao do colo
e raizes do maracujazeiro, causada por Fusarium solani, 0s agentes
biocontroladores surgem como importantes aliados para o manejo desta doenca.
Assim, objetivou-se com o0 presente estudo, avaliar a atividade antagonista in vitro
de Bacillus subtilis contra isolados de F. solani, por diferentes métodos. Para isso,
dois isolados de F. solani foram obtidos a partir de plantas de maracujazeiros
doentes nas cidades de Anagé e Dom Basilio - BA e um isolado de B. subtilis obtido
a partir do produto comercial Serenade®. A atividade antagonista foi avaliada por
quatro métodos: cultura pareada, cultura do patégeno sobre cultura do antagonista,
metabdlitos volateis e metabdlitos termoestaveis, sendo estes comparados a um
tratamento controle. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado,
arranjo fatorial 2x5, com cinco repeticdes. As avaliacdes foram realizadas medindo o
didmetro médio das coldnias de F. solani, apds oito dias de incubacdo em camara
de crescimento. Os dados foram submetidos & analise de variancia e as meédias
comparadas pelo teste Scott-Knott, a 5% de probabilidade. O crescimento micelial
de F. solani, isolado Anagé, foi inibido significativamente por B. subtilis em todos os
métodos testados. Quanto ao F. solani, isolado Dom Basilio, seu crescimento
micelial foi inibido pelo B. subtilis por trés métodos, exceto por metabdlitos volateis.
O crescimento micelial de F. solani, isolado de maracujazeiros, é inibido por B.
subtilis, representando este, um potencial agente biocontrolador da podridao do colo
e raizes do maracujazeiro em campo.

PALAVRAS-CHAVE: Controle biolégico, metabdlitos volateis, metabdlitos
termoestaveis.

ANTIGONIST ACTIVITY OF Bacillus subtilis ON TWO ISOLATES OF Fusarium
solani OF MARACUJAZEIRO, BY DIFFERENT METHODS

ABSTRACT
Due to the absence of effective chemical control measures for the coleoptile and rot
of passion fruit, caused by Fusarium solani, biocontrol agents appear as important
allies for the management of this disease. Thus, the objective of the present study
was to evaluate the in vitro antagonistic activity of Bacillus subtilis against isolates of
F. solani, by different methods. For this, two isolates of F. solani were obtained from
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diseased passion fruit plants in the cities of Anagé and Dom Basilio - BA and one
isolate of B. subtilis obtained from commercial product Serenade®. The antagonist
activity was evaluated by four methods: paired culture, culture of the pathogen on the
antagonist culture, volatile metabolites and thermostable metabolites, being these
compared to a control treatment. The experimental design was the completely
randomized, at 2x5 factorial arrangements, with five replicates. The evaluations were
performed by measuring the mean diameter of F. solani colonies after eight days of
incubation in a growth chamber. The data were submitted to analysis of variance and
the measures compared by the Scott-Knott test, at 5% probability. The mycelial
growth of F. solani, isolated Anagé, was significantly inhibited by B. subtilis in all
methods tested. As for F. solani, Dom Basilio isolated, its mycelial growth was
inhibited by B. subtilis by three methods, except for volatile metabolites. The mycelial
growth of F. solani, isolated from passion fruit, is inhibited by B. subtilis, representing
this, potential biocontrol agent of the collar rot of passion fruit.

KEYWORDS: Biological control, volatile metabolites, thermostable metabolites.

INTRODUCAO

O Brasil € o maior produtor e consumidor mundial de maracuja, sendo o
maracuja-amarelo (Passiflora edulis Sims), a espécie mais cultivada em todo o pais
(FALEIRO; JUNQUEIRA, 2016). O estado da Bahia, com destaque para as cidades
de Livramento de Nossa Senhora e Dom Basilio, € o maior produtor nacional desta
fruta, respondendo, no ano de 2016, por 49% das 703 mil toneladas de maracuja
produzidas no Brasil (IBGE, 2016). No entanto, um ultimo levantamento realizado
pelo IBGE (2018), mostra que a producdo nacional e baiana de maracuja no ano de
2017 foi reduzida em 20 e 50%, respectivamente, em comparagcdo com O ano
anterior.

Entraves na produtividade dos -cultivos comerciais do maracuja estdo
associados a problemas fitossanitarios que ocorrem na maioria dos pomares
brasileiros. As doencas s&o as principais dificuldades enfrentadas na cultura,
provocando quedas significativas na  producdo, podendo inviabilizar
economicamente os cultivos (FISCHER; REZENDE, 2008; MELETTI, 2011).

A doenca causada pelo fungo Fusarium solani (Mart.) Sacc., conhecida como
podriddo do colo e raizes, é descrita como uma das principais doencas que afetam o
sistema radicular do maracujazeiro (SILVA et al., 2014). A sintomatologia da
podriddo do colo e raizes inicia-se com les6es no colo da planta, evoluindo para
podriddes de todo o sistema radicular, refletindo na parte aérea na forma de murcha
de ramos e amarelecimento, podendo causar a morte da planta (FISCHER et al.,
2010).

Segundo Rocha Sobrinho et al. (2016), medidas efetivas de controle para a
podriddo do colo e raizes do maracujazeiro ainda sdo inexistentes. Contudo,
recentemente, espécies silvestres de passiflora vém sendo testadas como porta
enxerto na tentativa de produzir mudas de maracuja-amarelo resistente ou tolerante
a podridao do colo e raizes. No entanto, os testes realizados com Passiflora gibertii,
Passiflora cincinnata e Passiflora alata ndo apontaram tolerancia a esta doenca,
sendo a suscetibilidade similar a apresentada pelo proprio maracuja-amarelo
(SANTOS et al., 2016).

Em um estudo realizado por Silva et al. (2014), foi demostrado éxito na
inibicdo do crescimento micelial de F. solani, isolado de maracujazeiro, por meio da
da utilizacdo de espécies de fungos do género Trichoderma,que possuem acao
como: parasitismo, antibiose e competicdo. Os resultados obtidos por estes autores
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geraram possibilidades quanto ao uso de agentes biocontroladores para o manejo
desta doenca em campo.

O controle bioldgico é um método que consiste no uso de agentes biologicos
nao patogénicos para controle de fitopatbgenos (BRAGA JUNIOR et al., 2017). As
bactérias do género Bacillus, como a espécie B. subtilis, estdo sendo estudadas
para o biocontrole devido aos seus eficientes mecanismos de antagonismo e amplo
espectro de acao contra fitopatégenos (SAJITHA et al., 2017).

Nesse sentido, com o presente estudo, objetivou-se avaliar a atividade
antagonista in vitro do Bacillus subtilis contra dois isolados do fungo fitopatogénico
F. solani, por diferentes métodos, tendo em vista seu grande potencial no controle
de doencas fungicas em plantas.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia da Universidade
Estadual do Sudoeste da Bahia — UESB, campus de Vitéria da Conquista, durante o
segundo semestre de 2018. A atividade antagonista de Bacillus subtilis foi testada
para dois isolados do fungo Fusarium solani, por quatro diferentes métodos.

Os isolados de F. solani foram obtidos a partir de plantas de maracujazeiros
apresentando sintomas de podriddo do colo e raizes, coletadas em dois plantios
comerciais, localizados nas cidades de Anagé e Dom Basilio, ambas situadas no
Estado da Bahia. Apds coletadas, as plantas foram levadas ao laboratério de
Fitopatologia da UESB onde procedeu-se com o isolamento dos fungos conforme
metodologia descrita por Alfenas et al. (2016) para isolamento de fungos
fitopatogénicos. A identificacdo dos fungos foi realizada conforme chave de
classificacao descrita por Barnett e Hunter (1972).

O isolado da bactéria B. subtilis, utilizado como antagonista foi obtido a partir
do produto comercial: Serenade®. No primeiro método utilizou-se a técnica de
cultura pareada. Nesta técnica, um disco de meio Batata Dextrose Agar (BDA),
medindo 7 mm de diametro, colonizado pelo fungo F. solani, foi colocado a 1,5 cm
de distancia da borda esquerda de uma placa de petri de 9 cm de diametro,
contendo 20 ml de meio BDA e, com o auxilio de uma alga de platina, uma estria de
B. subtilis foi feita do lado direito, a 1,5 cm de distancia da borda da placa.

Um segundo método consistiu no cultivo do patégeno sobre a cultura do
antagonista. Para isto, um disco de 7 mm de BDA, colonizado por F. solani foi
alocado no centro da placa de petri, previamente estriadas com B. subtilis. Em um
terceiro método, avaliou-se a a inibicdo do crescimento de F. solani por meio da
producdo de metabolitos termoestaveis por B. subtilis. Para tanto, placas de petri,
contendo 20 ml de BDA, foram estriadas com B. subtilis e incubadas em camara de
germinacao por 48 horas. Ap0s este periodo as placas foram autoclavadas a 121 °C
por 15 minutos e em seguida acondicionadas em camara de fluxo laminar para
solidificacdo do meio em ambiente asséptico. ApOs a solidificagdo do meio, discos
de BDA colonizados por F. solani foram colocados no centro das placas para
posterior avaliacdo do crescimento.

No quarto método, a atividade antagonista foi avaliada por meio da producéo
de metabdlitos volateis. Este método consistiu na sobreposicédo de bases de placas
de petri, contendo meio BDA, inoculado com discos de meio BDA, medindo 7 mm de
diametro, colonizado por F. solani, sobre bases de placas de petri, contendo meio
BDA, estriado com B. subtilis.

Como tratamento controle, discos de meio BDA, colonizados pelos isolados
de F. solani, foram adicionados no centro de placas de petri contendo meio BDA.
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Todos os tratamentos foram acondicionados em camara crescimento, com
temperatura constante de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas.

A avaliacdo consistiu em medir, como o auxilio de uma régua milimetrada, o
diametro médio das colbnias de F. solani, oito dias apos as inoculagdes, periodo em
que, um dos isolados, no tratamento controle, atingiu as bordas das placas. Logo
apos, foi calculada a percentagem de inibicdo (%l) de F. solani dos tratamentos em
relacdo a testemunha, utlizando a formula: %l= (C-T)/C x 100. Onde %l:
percentagem de inibicdo, C: didmetro médio do crescimento micelial da testemunha,
e T: diametro médio do crescimento micelial do tratamento.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC),
em arranjo fatorial 2x5 (dois isolados de F. solani, quatro métodos de avaliacdo do
antagonismo + um tratamento controle) com cinco repeticdes. Os dados foram
submetidos a analise de variancia, e as médias comparadas pelo teste Scott-Knott, a
5 % de probabilidade, com o auxilio do programa SISVAR (FERREIRA, 2014).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise de variancia dos dados do presente trabalho apontou diferenca
significativa entre os isolados, os métodos e na interacdo entre os isolados e 0s
meétodos. Devido a significancia da interacdo, apenas esta foi desdobrada e os
resultados expressos na Tabela 1.

O crescimento micelial dos dois isolados de Fusarium solani testados neste
experimento foi inibido significativamente por B. subtilis, quando comparados ao
tratamento controle (livre crescimento).

TABELA 1. Média de crescimento micelial e porcentagem de inibicdo de Fusarium
solani, submetido a diferentes métodos de antagonismo por Bacillus subtilis.

Anagé Dom Basilio
Dlametro o/ o inibicio  D'AMEY0 o4 e inibicao
médio meédio

Cultura pareada 5,50 Bb 38,9 6,90 Ab 1,6

Livre crescimento 9,00 Ad - 7,01 Bc -
Metabolitos 1.65 Aa 81,7 1,53 Aa 78,2

Termoestaveis

Metabodlitos Volateis 6,43 Bc 28,6 7,70 Ad 0,0
Patogeno sobre 1,51 Aa 83,2 1,23 Aa 82.4

antagonista

Cv=17,72.

Letras iguais maiuscula na linha e mindscula na coluna ndo diferem entre si pelo
teste Skott — Knott a 5 % de significancia.

Os métodos de antagonismo em que B. subtilis promoveu as maiores
porcentagens de inibicdo do crescimento micelial dos isolados de F. solani foi por
metabolitos termoestaveis: 81,7 e 78,2% para os isolados Anagé e Dom Basilio,
respectivamente e por cultura do patégeno sobre cultura do antagonista: 83,2 e
82,4%, isolados Anagé e Dom Basilio, respectivamente (TABELA 1; FIGURAL).
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FIGURA 1. Antagonismo entre Bacillus subtilis e Fusarium solani do maracujazeiro,
isolados Anagé e Dom Basilio, ap6s oito dias de incubacdo em camara
de crescimento, por cultura pareada (T1 e T2), cultura do patégeno
sobre cultura do antagonista (T3 e T4), metabdlitos volateis (T5 e T6),
metabdlitos termoestaveis (T7 e T8) e livre crescimento (tratamento
controle) (T9 e T10).

O F. solani, isolado Anagé, teve seu crescimento micelial inibido por B.
subtilis, em todos os métodos testados. Estes resultados corroboram as diversas
formas de acéo de B. subtilis como antagonista a fungos fitopatogénicos ja relatadas
também por Leelasuphakul et al. (2008). Estes autores observaram a acédo de B.
subtilis pela produgdo de metabdlitos antibidticos organicos volateis, metabdlitos
antibiodticos soluveis em agua e proteinas com acao antifingica na germinacao de
esporos de Penicillium digitatum.

O B. subtilis mostrou-se eficiente também como antagonista ao F. solani,
isolado Dom Basilio. O crescimento micelial deste isolado foi inibido por trés
métodos: cultura pareada, cultura do patégeno sobre cultura do antagonista e por
metabdlitos termoestaveis. Ndo houve inibicdo do crescimento micelial deste isolado
por metabolitos volateis. E possivel inferir que houve variacdes na sensibilidade dos
isolados de F. solani aos metabdlitos volateis produzidos por B. subtilis, uma vez
gue existe alta variabilidade genética entre isolados de F. solani, como ja relatada
por Dariva et al. (2015), o que pode conferir caracteristicas distintas entre os
isolados de F. solani.

Os metabolitos produzidos por B. subtilis apresentaram estabilidade térmica
mesmo apos serem expostos a 121 °C de temperatura por 15 minutos, mantendo
suas caracteristicas antifungicas inalteradas, sendo considerados metabdlitos
termoestaveis.

A acédo antagbnica de B. subtilis pela producdo de metabdlitos termoestaveis,
assim como observada no presente estudo, também foi relatada por outros autores
(BRAGA JUNIOR et al., 2017; PAN et al., 2015; FUGA et al., 2016; AMARO et al.,
2018). Estes autores observaram uma reducéo significativa do crescimento micelial
de diversos fungos fitopatogénicos pela acdo de metabdlitos termoestaveis
produzidos por B. subtilis.

A producao de metabolitos termoestaveis constitui-se uma caracteristica de
suma importancia para um microrganismo a ser utilizado no biocontrole de doencas

radiculares. Pois, para Bettiol e Ghini (2009), as mudangas climaticas interferem
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consideravelmente na estabilidade e producdo de metabdlitos por agentes
biocontroladores de doencas de plantas. Assim, a estabilidade térmica dos
compostos antibioticos liberados por B. subtilis Ihe garante vantagem no
antagonismo contra fitopatdbgenos, também habitantes naturais de solo, como é o
caso de F. solani.

CONCLUSAO
A bactéria Bacillus subtilis inibe o crescimento micelial de Fusarium solani,
isolado de maracujazeiros, pela producdo de metabdlitos volateis e ndo volateis
termoestaveis, se destacando como um potencial agente biocontrolador da podridédo
do colo e raizes desta cultura em campo.
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