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INTRODUCAO

Nos atuais sistemas de producdo agricolas diversos sdo os fatores que limitam o
alcanco do potencial produtivo das mais varidveis culturas. Dentre estes fatores
podemos citar a falta de correcdo da acidez do solo, adubacgéo ineficiente, estresses
climaticos como estiagem ou geadas e os problemas fitossanitarios como pragas,
doencas e plantas daninhas.

Estima-se que as doengas de plantas causem um total de reducdo de
aproximadamente 18% na agricultura mundial (Agrios, 2011). Dentre as diferentes
espécies cultivadas no semi arido, podemos destacar o milho (Zea mays), o qual €
acometido por diversas doencas como a Cercosporiose (Cercospora zea-maydis),
Mancha branca (Pantoea ananas), Ferrugem Polissora (Puccinia polysora), Ferrugem
Comum (Puccinia sorghi), Helmintosporiose (Exserohilum turcicum) e a Estria
Bacteriana (Xanthomonas vascicola pv vasculorum) a cultura da palma forragueira
acometida por doengas como Podriddo escamosa (Stalydium lignicola), Mancha de
Alternéria (Alternaria tenuis) e Podrid&o de Fusarium (Fusarium Solani).

Uma alternativa ao controle convencional de doencgas de plantas é a utilizacdo de
praticas culturais adequadas e alternativas de manejo, dentre elas o uso do controle
bioldgico, que possuem como organismos mais usuais e estudados espécies do género
Trichoderma e Bacillus. O género Trichoderma tém sido estudados por produzirem uma
série de enzimas extracelulares, por degradarem parede célular fingica e por serem
ativas na producéo de metabolitos extracelulares com atividade antimicrobiana (MELO,
1991). Dos antibidticos produzidos por Trichoderma, Bastos (1996) cita gliotoxina,
viridina, trichodermina, suzucacilina, alameticina e dermadina, que tém a capacidade de
inibir o desenvolvimento de outros fungos. Associado ao fato de serem capazes de
produzirem uma série de enzimas extracelulares, tais como quitinase, lipases, proteases
e glucanases (SHARON et al., 2001; SUAREZ et al, 2004).

Alguns microrganismos, além de terem o efeito inibidor de patdgenos de forma
direta, também podem atuar como promotores de crescimento de planta (PCP) e
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induzirem a resisténcia (Pieterse et al., 2005). Alguns biofertilizantes liquidos (a base de
fungos do género Trichoderma) tem a capacidade de além de melhorar a producdo,
como PCP, a de proteger as plantas, visto que além de fertiprotetores, podem atuar
como potentes elicitores de inducdo de resisténcia, segundo Barbosa e Medeiros (2007)
essa ideia deve-se provavelmente a diversidade biotica e abiotica obtida na composi¢do
final desses fermentados. E também existem microrganismos que tem um amplo
espectro de acdo, pois além de possuirem atividade inseticidas também protegem as
plantas de fitopatdgenos, exemplo disso sdo algumas substancias produzidas pelo
Bacillus subtilis.

Dentre os isolados de Trichoderma presentes no acervo da CCMB estéo as
espécies: Trichoderma asperelloides, T. asperellum, T. atroviride, T. harzianum, T.
koningiopsis, T. longibrachiatum, T. ovalisporum, T. spirale e T. stromaticum.

Alguns estudos revelaram que isolados do género Bacillus, especialmente da
espécie Bacillus subtilis é também capaz de produzir substancias volateis com atividade
antifangica (KAI et al. 2007), além da producdo de uma vasta gama de bioprodutos de
ampla utilidade como, por exemplo, os antibi6ticos e antifungicos peptidicos para o
controle de doencas de plantas, entre os quais se encontram a iturina e a fengicina
(WESTERS, 2004). Inimeros bioprodutos comerciais a base de Bacillus estdo
registrados pela United States Environmental Protection Agency (USEPA), sendo
indicados como fungicida e bactericida para diversas culturas presentes no semiarido
como tomate, milho e hortaligas (FILHO, et al., 2010). No Brasil produtos como
Sonata®, Eco-Shot®, Serifel®, Oleaje® ja possuem registro no Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para controle de fungos e nematoides.

Dentre os isolados de Bacillus presentes no acervo da CCMB estédo as espécies:
Bacillus methylotrophicus, B cereus e B. subtilis.

O projeto objetiva a verificar o efeito inibitorio de isolados presentes na Colecao
de culturas de microrganismos da Bahia (CCMB) sobre fitopatégenos da cultura do
tomate.

MATERIAL E METODOS OU METODOLOGIA (ou equivalente)

- Praticas laboratoriais

Os materiais antes do manuseio eram separados e esterilizados. Desta forma,
todas as vidrarias e plasticos autoclavaveis foram embalados por pedacos de papel
metro de modo que estivessem veladas adequadamente e etiquetadas com nome do
usuério e data. Em seguida, eram direcionados a autoclave, equipamento eficaz para a
esterilizacdo destes materiais. As placas de Petri contendo material contaminado
também passava por esterilizacdo para a destruicdo de micro-organismos antes do
descarte.

- Preparo do meio de cultura

Os meios de cultura produzidos foram o Mueller Hinton (MG) + agar utilizado
para bactérias e 0 Yeast extract — Peptone — Dextrose (YPD), nas concentracdes 1%,
2%, 2% respectivamente utilizado para leveduras. O pé de cada meio foi pesado
separadamente no beguér, transferido para o erlenmeyer e adicionado agua destilada
seguindo a quantidade de mistura especificada na embalagem do produto,



posteriormente agitou-se cuidadosamente cada meio com movimentos circulatérios e
inseriu ao micro-ondas para ferver, agitando sempre para dissolver na &gua por 1
minuto. Assim que homogeneizados, os erlenmeyer contendo os meios de culturas eram
autoclavados a tampa meia rosca. Apés autoclavados, ainda quentes, os meios foram
vertidos em placas de Petri dentro da capela de fluxo laminar e deixadas semiabertas até
que esfriassem a temperatura ambiente, as placas foram fechadas, etiquetadas e
colocadas em estufa a temperatura de 37°c por aproximadamente 24 horas, em seguida,
as placas foram colocadas na geladeira.

- Semeadura em meio

As placas de Petri contendo o meio de cultura foram retiradas da geladeira e
colocadas na estufa a 37°C por alguns minutos para atingir uma temperatura mais
compativel ao microrganismo. O mircroorganismo foi retirado da geladeira de
germinacdo B.O.D e colocado na capela de fluxo laminar ja esterilizada. As placas com
0 meio ja na capela foram marcadas ao fundo informando o micoorganismo, nome do
proprietario e data. A alca de platina utilizada para pegar o inoculo foi flambada e
deixada esfriar, a placa de Petri com o meio foi aberta proximo a chama do bico de
Bunsen e com a alca coletou o inoculo e levemente foi introduzido no meio de cultura
fazendo estrias bem juntas espalhando-o até o esgotamento do material contido a alca.
Logo apos feito as semeaduras, as placas foram invertidas e colocadas na estufa a
aproximadamente 37°c. Ap0Gs as 24 horas, tempo necessario para o crescimento da
bactéria, foi observado seu desenvolvimento, se ndo foi contaminada durante o
manuseio e se as coldnias foram isoladas. Procedimento foi realizado repetitivas vezes
para pratica das estrias e obtencdo das col6nias isoladas.

- Levantamento bibliografico

Durante o periodo de distanciamento social foi realizado um levantamento
bibliografico com o propdésito de obter um profundo entendimento de determinados
resultados baseando-se em estudos anteriores, comparando informagfes de fontes
diferentes para ampliar uma visao geral do que se pretendeu alcancar.
Foram utilizadas producbes técnico-cientificas encontradas nas bases de dados
disponiveis na Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES), Scielo e Google Académico. As pesquisas foram realizadas entre janeiro a
julho de 2020.

Os descritores utilizados para a busca de artigos nessas bases foram:
* Antagonismo
* Bioreguladores/ controle biologico
« Interagdo planta- patdgeno-antagonista

* Género Tchicoderma atuacéo antagonista



* Género Bacillus atuagdo antagonista
RESULTADOS E/OU DISCUSSAO (ou Analise e discussdo dos resultados)

Preparo do meio de cultura

As placas contendo o meio de cultura ap6s 24 horas na estufa a 37°c foram
analisadas, caso aparentassem visualmente evidéncias de contaminacdo, as plantas eram
descartadas para o uso sendo imediatamente direcionadas a autoclave, as placas de Petri
que ndo apresentaram contaminacdo foram guardadas na geladeira até o dia do uso.

Semeadura em meio

Mediante as vérias repeticdes, a pratica de fazer estrias tanto simples como
compostas foram aprimoradas e adquirindo placas sem contaminagcdo e colonias
isoladas.

Levantamento bibliografico

As préticas culturais do controle biolégico tém na sua finalidade gerar um
ambiente favoravel ao antagonista com o objetivo de manter um equilibrio, de maneira
que a planta ndo sinta perdas significativas no aparecimento do patdégeno devido a acédo
dominadora do antagonista (Bizi, 2005), ou seja, fazer a aplicagdo de um
microrganismo para o controle do outro. Para Baker e Cook (1974), as préaticas do
controle bioldgico consistem na interacdo entre o patdgeno, planta hospedeira e o
antagonista resultando na reducdo das atividades do patdgeno ou possibilitando uma
maior resisténcia do hospedeiro. De maneira geral, o papel do microrganismo
antagonista pode desenvolver efeito biocida, quando hd& morte do patégeno, ou
biostatico impossibilitando seu crescimento (Zambolim, 2010).

Com o objetivo de cada vez mais manter praticas saudaveis ao meio ambiente,
na busca de diminuir a demanda de fungicidas quimicos que contaminam o
agrossistema, o uso de biorreguladores com agfes antagonistas tem aumentado e obtido
resultados bastante satisfatorio em muitas culturas. Entre eles, o género trichoderma,
atestado como controlador natural de diversos fitopatogenos (Melo, 1991). Segundo
Menezes e Souza (1995), tem se estudado muito sobre as espécies desse género devido
a uma serie de enzimas extracelulares que produzem degradando paredes de células
fangicas, além de produzirem metabdlicos extracelulares com atividade antimicrobiana.
De acordo Melo (1996), os conidios e clamiddsporos de trichoderma sdo formulados e
utilizados para tratamentos de solos, sementes, estoldes, bulbos, como também
pulverizados na parte aerea dos vegetais.

A acdo do Trichoderma acontece por meio da associagdo ou ndo dos
mecanismos de hiperparasitismo, antibiose e competicdo (Melo, 1998). A atuacdo do
hiperparasitismo do trichoderma ocorre através da identificagdo de hifas de fungos
suscetiveis crescendo em sua direcdo, devido a estimulos quimicos produzidos pela hifa
hospedeira, formando estruturas idénticas a apressorios e enrolando-se fortemente em
toda a sua extensdo e assim penetrando e digerindo a hifa (Silva, 1997). Na antibiose
um ou mais metabdlitos produzidos por um organismo tém efeito danoso sobre o outro
(Stadnik e Bettiol, 2000). Muitas espécies de Trichoderma j& estudadas produzem
metabolitos secundarios toxicos, como antibioticos e enzimas liticas capazes de inibir e



destruir propagulos de fungos fitopatogénicos (Harman, 2000). A competicdo € uma
excelente caracteristica dos isolados do trichoderma, pois 0s organismos competem
entre si para obter nutrientes, agua, luz, espaco, fatores de crescimento, oxigénio e
muito dos fungos fitopatogénicos sdo sensiveis a falta de alguns nutrientes, fazendo com
que os isolados se sobressaia sobre eles. (Melo, 1998; Harman, 2000).

Na cultura do tomate, existem vérias pesquisas que apontam o controle de
doencas através do uso desse género, como por exemplo, trabalhos realizados por
Montalvédo (2012), onde constatou quem isolados da espécie T. harzianum (CEN 281 E
CEN 287) apresentaram potencial de biocontrole a doencas causadas por S.
sclerotiorum e S rolfsii. Em outro estudo contra incidéncia do S. rolfsii, 0 uso de
isolados diminui o indice de infeccdo a 0,2% enquanto na testemunha o indice de
infeccdo foi de 3,6% (Tavares, 1995). J& Fontes(2013) realizou um estudo onde
constatou a eficiente do isolado T25 no controle da murcha-de-fusério do tomateiro
reduzindo em 71,2% de sua severidade, mas para 0s outros isolados a respostas para
reducdo da severidade da doenca foi menor, contatando que diferentes isolados do
género variam quanto sua capacidade de biocontrole, equiparando a esta observacéo,
encontramos os trabalhos do Ethur et al. (2008), que no controle desta mesma doenca,
provou que o isolado HTSRS controlou a murcha-de-fusario em até 56%.

Outros microrganismos antagonistas bastante utilizados no biocontrole de varios
fitopatogenicos é do género Bacillus, principalmente devido a sua capacidade de formar
endosporo e produzirem uma serie de antibidticos, além de gerar vérias substancias
antimicrobianas (Edwards & Seddon 2001). O enddsporo se resume a uma estrutura que
possibilita a sua sobrevivéncia em diferentes situacfes, além de proporcionar que as
bactérias driblem as defesas dos fitopatdgenos (Otavio et al 2018). Segqundo Mannavov
e Sattarova (2001) os Bacillus spp produzem lantibidticos, que sdo peptideos
antibacterianos que possuem caracteristicas estruturais unicas, contendo o aminoacido
lantionina e/ou metil-lantionina. Os antibidticos possuem alta atividade antimicrobiana
contra varias bactérias Gram-positivas como Propionibacterium acnes, estafilococos,
estreptococos e clostridios.

Diferentes estudos apontam que este género é capaz de produzir mais de setenta
diferentes antibidticos, e B.subtilis € um dos maiores produtores destas substancias no
género (Pagno,2009). Segundo Asaka (1998) a espécie B. Subtilis apresenta atividade in
vidro contra varios tipos de patdégenos para diferentes espécies cultivadas por meio da
producdo de antibidticos como iturina A e sufactina, capazes de inibir o crescimento
micelial de fungos. De acordo com Bacon et al (2001) esta mesma espécie diminuiu 0s
niveis de micotoxinas acumuladas nas sementes de milho por Fusarium moniforme. Ja
nas pesquisar realizadas por Baltdotto et al (2010) o uso dessa espécie reduziu a
incidéncia de R. solani, Pythium sp na batata doce e tomate.

CONSIDERACOES FINAIS (ou Conclus&o)

Devido a inviabilidade dos isolados fungicos e bacterianos da Colecdo de
culturas de microrganismos da Bahia (CCMB) e o periodo de distanciamento social
devido a Pandemia de COVID-19, grande parte do trabalho ndo pode ser realizado.
Entretanto, por intermédio das praticas laboratoriais foi adquirido as competéncias
necessarias e fundamentais a realizacdo das atividades. Conhecimento sobre diferentes
meio de culturas utilizados para o crescimento e multiplicacdo necessaria dos



microrganismos, permitindo seu estudo, identificacdo e analise. Entendimento e
habilidades na execucédo de estrias simples e compostas para se obter col6nias isoladas
dos microrganismos. Aprendizado sobre diferentes estudos que comprovam o potencial
antagonista de muitos isolados dos géneros de Trichoderma e Bacillus de varias
localidades distintas, constando que o habitat de onde foram retirados os isolados
também pode atuar por diferentes mecanismos de acdo contra os hospedeiros,
possibilitando ampliar o espectro de eficiéncia do controle.
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