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RESUMO: Objetivou-se no presente trabalho avaliar o potencial antagonistico in vitro de um isolado de Bacillus
subtilis — BSV-05 contra quatro patégenos radiculares do feijoeiro, a saber: Fusarium solani f.sp. phaseoli,
Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli, Macrophomina phaseolina e Rhizoctonia solani. Foram utilizadas as seguintes
metodologias in vitro versus os patogenos citados: cultivo pareado, inoculagao conjunta, produgéo de metabdlitos
volateis e ndo volateis. Os percentuais de inibicao do isolado BSV - 05 sobre M. phaseolina, R. solani, F. solani, F.
oxysporum, foram de 61,43%; 50,36%; 13,74% e 7,7%, respectivamente, para a metodologia do cultivo pareado.
O contato direto da bactéria com os patdgenos inibiu em 100% o crescimento micelial de M. phaseolina, R.
solani; e para F. solani e F. oxysporum, foram observadas inibigdes de 90 e 92 %, respectivamente. Possiveis
metabdlitos secretados pelo isolado BSV 05 apresentaram niveis de inibicdo de 100% para R. solani. Para
M. phaseolina, observou-se uma porcentagem de inibicdo de 80,26%; e 45,31% e 47,80% para F. solani e F.
oxysporum, respectivamente. A porcentagem de inibi¢édo da germinagao de conidios de F. solani e F. oxysporum
e M. phaseolina num meio de cultura contendo substéncias metabolizadas por BSV - 05 foi de 87,70; 91,28% e
100%, respectivamente. O isolado bacteriano BSV-05 ndo produziu nenhum metabdlito volatil.

PALAVRAS-CHAVE: Controle biolégico; Bactéria; Fungos fitopatogénicos; Phaseolus vulgaris.

ANTAGONISTIC POTENTIAL OF Bacillus subtilis (BSV- 05) AGAINST PATHOGENS ROOT OF BEAN:
Fusarium spp., Macrophomina phaseolina e Rhizoctonia solani

ABSTRACT: The aim of this study was to evaluate the antagonistical potential in vitro of this isolateBacillus subtilis
— BSV-05 against four root bean pathogens: Fusarium solanif .sp. phaseoli, Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli,
Macrophomina phaseolina e Rhizoctonia solani. The following in vitro methodologies were used versus pathogens
cited: paired cultivation, influence of joint inoculation (pathogen and antagonist), and production of volatile and
non-volatile metabolites. The percentage inhibition of BSV - 05 on M. phaseolina, R. solani, F. solani, F. oxysporum
were 61.43%; 50.36%; 13.74% and 7.7%, respectively, to the methodology of paired cultivation. Direct contact of
the bacteria with pathogens inhibited by 100% garlo growth of M. phaseolina, Rhizoctonia solani; and for F. solani
and F. oxysporum it was observed garlo growth inhibitions of 90 and 92%, respectively. Possible metabolites
secreted by BSV 05 have levels of inhibition of 100% for R. solani. For M. phaseolina, there was an inhibition
percentage of 80.26% and 45.31% and 47.80% for F. solani and F. oxysporum, respectively. The percentage of
inhibition of spore germination of F. solani and F. oxysporum and M. phaseolina in a culture media containing
substances metabolized by BSV - 05 was 87.70; 91.28% and 100%, respectively. The isolate the BSV-05 showed
not produce no volatile metabolite.
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INTRODUGAO

O feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) é
cultivado em todo territorio nacional, constituindo-
se numa das principais fontes de proteina para a
alimentagdo humana (Carbonell e Pompeu, 2000;
Conab, 2016). A ocorréncia de doengas € um
dos principais fatores relacionados com a baixa
produtividade da cultura (Estefani et al., 2007).

No Brasil, doengas do sistema radicular do
feijoeiro sdo relatadas em praticamente todas as regides
de cultivo, com intensidade variando em fungéo do garlo
presente na area, da suscetibilidade da cultivar, das
condigdes climaticas e de praticas de manejo do solo,
destacando-se aquelas causadas pelos fungos Fusarium
solani (Mart.) Appel & Wollenv. F.sp. phaseoli (Burk.) Snyd.
& Hans, Fusarium oxysporum Schlecht f.sp. phaseoli
Kendrick & Snyder, Macrophomina phaseolina (Tassi)
Goid. E Rhizoctonia solani Kuhn (Bianchini et al., 2005).

Patdgenos radiculares do feijoeiro podem
ser definidos como organismos que passam a maior
parte de seu ciclo de vida no solo, infectam érgaos
subterraneos ou caules das plantas, tém capacidade de
sobreviver no solo por um longo periodo na auséncia de
seus hospedeiros, possuem capacidade de competicao
saprofitica e seus estadios de disseminacdo e
sobrevivéncia sao confinados ao solo, embora alguns
possam produzir esporos disseminados pelo ar ou
agua (Casaet al., 2011). Além disso, devido a infec¢ao
inicial e o desenvolvimento subsequente das doengas
ocorrerem na maioria das vezes abaixo do nivel do
solo, patégenos radiculares s&o comparativamente
inacessiveis a manipulagdo direta do homem, e as
doengas frequentemente ndo sdo notadas até que
atinjam estadios bem avangados e as opgdes de
controle tornem-se limitadas (Wheeler e Rush, 2001Db).

No atual estado de arte, o controle bioldgico
por microrganismos apresenta-se como alternativa
inteligente para a reducdo ou eliminag&do do uso de
agroquimicos no controle de fitopatdgenos radiculares. A
diversidade de microrganismos, bem como suas relagoes
antagénicas, surge como ferramenta importante para o
controle biolégico aplicado (Lanna et al., 2010).

Durante um trabalho de selegao de bactérias
antagonistas realizado no Laboratdrio de Microbiologia
e Fitopatologia (LAMIF) da Universidade Federal de
Uberlandia (Campus Monte Carmelo), um isolado
provisoriamente identificado com o cédigo BSV - 05
se destacou quanto ao potencial antagonistico contra

os fitopatogenos isolados do feijoeiro, a saber: F.
solani f.sp. phaseoli, F. oxysporum f. sp. Phaseoli, M.
phaseolina e R. solani. O isolado bacteriano (BSV - 05)
foi identificado por meio de testes bioquimicos como
pertencente ao género Bacillus, 0 que encorajou ainda
mais a uma investigagao cientifica sobre seu uso como
agente de biocontrole. A determinagdo da espécie foi
feita por métodos moleculares, sendo o isolado BSV -
05 identificado como Bacillus subtilis.

Diante disso, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar in vifro o potencial antagonistico
do isolado bacteriano BSV - 05 contra os citados
patdgenos radiculares do feijoeiro.

MATERIAL E METODOS

Influéncia do cultivo pareado do isolado bacteriano
BSV-05 no crescimento de F. solanif. sp. Phaseoli, F.
oxysporum f. sp. Phaseoli, M. phaseolina e R. solani.

Os isolados fungicos fazem parte da colegao
micoldgica do LAMIF (Laboratério de Microbiologia e
Fitopatologia) da Universidade Federal de Uberlandia,
Campus Monte Carmelo.

Avaliou-se o efeito antagdnico do isolado
bacteriano (BSV-05) no crescimento dos patdgenos
radiculares em questdo. Foi utilizada a técnica do
cultivo pareado de culturas em placas de Petri contendo
meio de cultura BDA (batata dextrose gar). Para isso,
discos de micélio (0,5 cm de didmetro) foram retirados
de culturas puras de cada um dos quatro fitopatdgenos
previamente repicados a 2 cm de distancia da borda de
placas de Petri de 9 cm contendo meio de cultura BDA.
Em seguida, no lado oposto das placas, também em
uma distancia de 2 cm da borda, o antagonista (isolado
bacteriano (BSV-05) também proveniente de cultura
pura, foi inoculado por estrias, as quais foram feitas
com auxilio de uma alga de platina. Como testemunha,
os fitopatégenos foram cultivados isoladamente em
placas de Petri contendo o meio BDA, por meio da
transferéncia de um disco de micélio também a 2 cm
da borda das placas. As placas foram mantidas em
camara tipo BOD com fotoperiodo de 12/12 horas de
luz/escuro e temperatura de 25° C.

Aavaliagao foi feita apds sete dias de incubagao,
determinando-se o didmetro do crescimento micelial dos
patdgenos, com o auxilio de uma régua milimetrada. Para
0 célculo da porcentagem de inibicdo do crescimento
micelial, foi aplicada a formula: % inibicdo = [(crtest -
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crirat) /crtest] x 100, onde: crtest = crescimento radial
testemunha; crtrat= crescimento radial tratamento.

Adotou-se 0  delineamento  inteiramente
casualizado, com5tratamentos e Stestemunhas, realizando
cincorepeticdes de cada, onde cada placa de Petri constituiu
uma unidade experimental. Andlise estatistica realizada foi
o Teste SNK (Student-Newman-Keuls) para a comparagao
das médias, a 5% de significancia, processadas pelo
software de Sistema de Andlise de Variancia para Dados
Balanceados Sisvar (Ferreira, 1999).

Influéncia da inoculagdao conjunta do isolado
bacteriano BSV-05 no crescimento de F. solani
f.sp. phaseoli, F.oxysporum f. sp. Phaseoli, M.
phaseolina e R. solani

Para avaliar o efeito fungicida ou fungistatico
sobre o crescimento micelial dos fitopatdgenos, 100 uL
de cultura da bactéria e fragmentos de micélio de cada
um dos quatro fungos cultivados em meio de cultura
de BDA foram misturados por agitagdo em vortéx e
posteriormente repicados em placas de Petri de 9 cm
contendo o meio de cultura BDA semi-solido. As placas
foram incubadas por 15 dias a 25°C em camara tipo
BOD. As testemunhas foram compostas de placas
contendo apenas garlo dos fungos no mesmo meio de
cultura. A avaliagéo foi feita apos 15 dias, medindo-se o
diametro das culturas fungicas repicadas conjuntamente
com a bactéria, em comparagao com a testemunha. Para
o calculo da inibigao do crescimento micelial foi usada a
férmula citada no experimento de cultivo pareado.

Foi adotado um delineamento inteiramente
casualizado, com 5 tratamentos e 5 testemunhas,
realizando cinco repeticdes de cada, em que cada placa
de Petri constituiu uma unidade experimental. Os dados
foram submetidos a andlise de variancia e ao teste Teste
SNK  (Student-Newman-Keuls) para a comparagao
das médias, a 5% de significancia, processadas pelo
software de Sistema de Analise de Variancia para Dados
Balanceados Sisvar (Ferreira, 1999).

Avaliagao da produgao de metabdlitos pelo isolado
bacteriano (BSV-05) e seus efeitos no crescimento
de F. solani. F.sp. phaseoli, F. oxysporum f. sp.
Phaseoli, M. phaseolina e R. solani

Metabolitos ndo volateis

Para testar se o isolado bacteriano BSV-05
produz metabdlitos ndo volateis e se esses metabolitos

produzidos influenciam no crescimento micelial dos
fitopatdgenos, aliquotas de 200 mL de meio BD
(Batata-Dextrose) foram acondicionadas em frascos
Erlenmeyers e nestes foram transferidos discos de
BDA contendo a bactéria (BSV - 05) proveniente de
cultura pura. Os frascos foram incubados a 25° C, sem
agitacdo, na auséncia de luz, durante 15 dias. Apos
esse periodo foi adicionado aos Erlenmeyers 20g de
gar/litro de BD e os mesmos foram submetidos ao
processo de autoclavagem a 120° C durante 20 minutos
(Amin et al., 2012). O meio de cultura autoclavado,
contendo o (s) provavel (is) metabdlito (s) produzido (s)
pela bactéria foram vertidos em placas de Petri de 9
cm, e, entdo, foram repicados, separadamente, discos
de micélio (0,5 de didmetro) de cada um dos quatro
patdgenos, para o centro das placas. As placas foram
incubadas em camara tipo BOD a 25°C por 15 dias.
Como testemunha, os fitopatdgenos foram cultivados
em placas de Petri contendo apenas meio de cultura
BDA, sem metabdlitos. A avaliagdo do crescimento
micelial foi feita por meio da medicao do didmetro do
crescimento micelial de cada patdgeno, em comparagao
com a testemunha.

Para o célculo da porcentagem de inibigao
do crescimento micelial, foi aplicada a férmula citada
no experimento de cultivo pareado. Foi adotado
um delineamento inteiramente casualizado com
5 tratamentos e 5 testemunhas, realizando cinco
repeticdes de cada, em que cada placa de Petri
constituiu uma unidade experimental. As variaveis
foram submetidas ao teste Teste SNK (Student-
Newman-Keuls) para a comparagao das médias, a 5%
de significancia, processadas pelo software de Sistema
de Andlise de Variancia para Dados Balanceados
Sisvar (Ferreira, 1999).

Metabolitos volateis

Para avaliar se o isolado bacteriano BSV-
05 produz metabdlitos volateis e verificar os efeitos
desses metabolitos no crescimento dos fitopatdgenos
foi adotado o método de placas sobrepostas (Baker
e Cook, 1973). Para tal, discos de micélio de cada
um dos fitopatdgenos foram repicados para o centro
de placas de Petri de 9cm, contendo meio de cultura
BDA. Paralelamente a bactéria foi inoculada por
estrias, com o auxilio de uma alga de platina em
placas contendo meio de cultura 523. As placas foram
acondicionadas em camara tipo BOD a 25°C por 24
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horas. Apds esse periodo, as placas foram abertas
em condicdes assépticas e as placas contendo os
fitopatdgenos foram sobrepostas as do antagonista,
e em seguida unidas e vedadas por filme de PVC
para impedir 0 escape de metabdlitos volateis. Como
testemunha, placas repicadas com os fitopatdgenos
foram sobrepostas a outras contendo apenas o
meio de cultura BDA. As placas foram incubadas em
camara tipo BOD, a 25°C. Ap6s dez dias de incubagao
em BOD, foi realizada a avaliagdo, medindo-se o
diametro do crescimento micelial dos fitopatdgenos,
em comparagao com a testemunha.

Foi adotado um delineamento inteiramente
casualizado com 5 tratamentos e 5 testemunhas,
realizando cinco repeticdes de cada, onde cada placa
de Petri constituiu uma unidade experimental.

Efeito do metabdlito do isolado bacteriano BSV-05
sobre a germinagdo de conidios de F. solani f.sp.
phaseoli, F. oxysporumf. sp. Phaseoli e M. phaseolina

A bactéria foi repicada para Erlenmeyers
contendo 0 meio de cultura liquido BD (Batata
dextrose) e, em seguida incubada em regime
estacionario, no escuro, a 25°C durante 15 dias para
producdo do suposto metabolito. Em seguida, foi
adicionado aos Erlenmeyers 20 g de gar/litro de meio
de cultura e os mesmos foram autoclavados (120°C
durante 20 minutos) para matar a bactéria. O meio
de cultura contendo o provavel metabdlito foi entao
vertido em placas de Petri de 9 cm (Baker e Cook,
1973). A testemunha consistiu de placas contendo
apenas o meio de cultura BDA. Em seguida, foram
preparadas suspensdes de conidios dos patdgenos

em concentragdes ajustadas para 2 x 10 conidios/
mL. Aliquotas de 100 pl dessa suspensdo foram
pipetadas nas placas contendo o meio de cultura com
o provavel metabdlito. As placas foram incubadas a
25°C e fotoperiodo de 12 horas durante 24 horas.
Foram feitas duas avaliagdes (12 e 24 horas). Nas
avaliagbes foram contados 100 conidios de cada
patdgeno, sendo considerados como conidios
germinados somente aqueles que apresentaram
comprimento do tubo germinativo correspondente a
50% ou mais do comprimento.

As variaveis foram submetidas ao teste Teste
SNK' (Student-Newman-Keuls) para a comparacéo
das médias, a 5% de significancia, processadas pelo
software de Sistema de Andlise de Variancia para
Dados Balanceados Sisvar (Ferreira, 1999).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Influéncia do cultivo pareado do isolado bacteriano
BSV-05 no crescimento de F. solanif. sp. Phaseoli, F.
oxysporum f. sp. Phaseoli, M. phaseolina e R. solani.

O isolado de B. subtilis BSV-05 inibiu em 61,43
e 50,36%, respectivamente, o crescimento micelial de
M. phaseolina e Rhizoctonia solani em relagéo as suas
testemunhas e n&o diferiram estatisticamente entre si
(Tabela 1). Alguns trabalhos inferem que porcentagens
de inibicdo do crescimento micelial de patégenos de
40% ou mais indicam um possivel potencial como
agente de controle biolégico (Lanna et al., 2010).
Menores valores de inibicdo do crescimento micelial
foram observados para F. oxysporum f.sp. phaseoli e
F. solani f.sp. phaseoli, 13,74 e 7,7%, respectivamente
(Tabela 1).

Tabela 1. Porcentagem de inibigao do crescimento micelial (PICM) de patdgenos radiculares do feijoeiro em cultivo
pareado com o isolado BSV-05 (A), em inoculag¢do conjunta com o isolado BSV-05 (B), sob a a¢éo de metabdlitos
nao volateis produzidos por BSV-05 (C) e porcentagem de inibicdo da germinagéo de conidios (PIGC) de Fusarium
solani f.sp. phaseoli, F. oxysporum f. sp.phaseoli e Macrophomina phaseolina sob a agdo de metabodlitos néo

volateis produzidos por BSV 05 (D).

. PICM (%) PICM(%) PICM (%) PIGC (%)
PATOGENO A) ®) © ®)
Macrophomina phaseolina 61,43 a 100,00 a 80,26 a 100,00 a
Rhizoctonia solani 50,36 a 100,00 a 100,00 a --------
F. oxysporum f. sp. p haseoli 13,74 b 92.00 b 47,80 b 91,28 b
F. solani ft. sp. p haseoli 7,70 b 90,00 b 4531 Db 87,70 b

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste SNK no nivel de 5% de significancia.
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Resultados semelhantes ao que estd 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 doengas em
plantas (Kupper et al., 2003; Angonese et al., 2009;
Saharan, 2011; Singh et al., 2012; Konusny-Andreani
etal., 2014; Vafadar et al., 2014).

A bactéria endofitica B. subtilis foi capaz de
reduzir os niveis de micotoxinas acumuladas nas
sementes de milho por Fusarium moniliforme (Bacon
et al.,, 2001). Isolados de Bacillus spp. inibiram o
crescimento de Colletotrichum acutatum, agente
causal da queda prematura dos frutos citricos (Citrus
spp.), tanto sob condigdes de laboratério como nas
condi¢des de campo (Kupper et al., 2003). Bactérias do
género Bacillus mostraram-se eficientes antagonistas
in vitro contra M. phaseolina, agente etioldgico da
podrid&o de tronco da mamona (Ricinus communis L.)
(Marroni e Germani, 2011). Em batata-doce (/pomea
batatas) e tomateiro (Lycopersicon esculentum
Mill.), a aplicagdo de B. subtilis reduziu a incidéncia
de R. solani, Pythium sp. E outros patégenos,
além de estimular a germinagao, o crescimento e a
produtividade das plantas (Baldotto et al., 2010). Em
conjunto, esses estudos demonstraram que bactérias
do género Bacillus possuem grande potencial para
serem usadas como agentes de controle bioldgico de
fungos fitopatogénicos e possuem varias vantagens
para explorag@o comercial na agricultura. Bacillus spp.
sao facilmente cultivadas em meios de cultura liquidos
de baixo custo, o que facilita a produgdo massal
em fermentadores industriais. Produz enddsporos
de resisténcia, 0 que aumenta a vida de prateleira
dos produtos e a utilizacdo integrada com produtos
quimicos (Lanna et al., 2010).

Influéncia da inoculagdo conjunta do isolado
bacteriano BSV-05 no crescimento de F. solani
f.sp. phaseoli, F. oxysporum f. sp. Phaseoli, M.
phaseolina e R. solani

O contato direto da bactéria com os
fitopatdgenos, M. phaseolina e R. solani, apresentou
inibicdo de 100% do crescimento micelial em relagao
as suas respectivas testemunhas (Tabela 1). Os
resultados observados corroboram aqueles obtidos no
cultivo pareado para os fitopatdgenos M. phaseolina e
R. solani.

Em relacdo a F. solani f. sp. Phaseoli e F.
oxysporum f. sp. Phaseoli, observou-se também uma
elevada diminuicao do crescimento micelial destes dois
patdgenos, observando-se inibicdes de 90 e 92 %,
respectivamente (Tabela 1).

Estes resultados divergem daqueles obtidos
com a técnica de cultivo, na qual foram observados
baixos valores de inibicdo micelial para ambos
patdgenos. Podemos constatar com isso, que para se
avaliar e selecionar potenciais antagonistas deve-se
testar diferentes metodologias (Lanna et al., 2010).

Figueiredo et al. (2010) testaram o isolado
CNPMS-22 contra seis fungos fitopatogénicos
(Fusarium  moniliforme,  Exserohilum  turcicum,
Acremonium striticum e Colletotrichum sublineolum),
causadores de doengas nas culturas do milho e do
sorgo quanto a presenga de atividade antagonista.
Neste trabalho, o isolado de B. subitilis CNPMS-22
impediu o crescimento de todas as seis espécies
de fungos fitopatogénicos testados e ndo foram
observadas variagdes significativas nos resultados
entre os trés experimentos (inoculagao de fragmentos
de cultura fungica em cultura estabelecida da
bactéria CNPMS-22; inoculagdo da bactéria apds o
estabelecimento da cultura do fungo em uma das
metades de placa contendo LB ou BDA e inoculagéo
conjunta bactéria CNPMS-22 + fungo).

Podemos inferirque pararealmente confirmar
0 potencial antagonista de um microrganismo €
imprescindivel que se faga diversos testes tanto
in vitro quanto em condigdes de campo, pois
podemos observar diferengas de inibicbes entre
patossistemas e metodologias (Yan et al.; 2011; Dev
Sharma et al., 2013).

Avaliagao da produgao de metabdlitos pelo isolado
bacteriano BSV-05 e seus efeitos no crescimento
de F. solani f. sp. Phaseoli, F. oxysporum f. sp.
Phaseoli, M. phaseolina e R. solani

Metabolitos ndo volateis

Podemos observar que possiveis metabdlitos
secretados por B. subtilis- BSV 05 apresentaram um
grande potencial para o controle de R. solani, sendo
observados niveis de inibicdo do crescimento micelial
de 100,00% para este patogeno (Tabela 1). Para M.
phaseolina, observou-se uma porcentagem de inibigao
de 80,26%, quando o micélio do fungo permaneceu



64 Ciéncia Agricola, Rio Largo, v. 14, n. 1, p. 59-66, 2016

em contato com o meio de cultura contendo provaveis
substéncias metabolizadas pela bactéria. Ja para F
solani f.sp. phaseoli € F. oxysporum f. sp. Phaseoli,
verificou-se menores porcentagens de inibigdo
em relagdo aos outros patdgenos testados, porém
com valores ainda elevados, 45,31% e 47,80%,
respectivamente.

Os resultados obtidos no presente trabalho séo
bastante significativos, podendo inferir que o isolado de
B. subtilis (BSV-05) apresentou um elevado potencial
antagonistico contra os fitopatdgenos testados.
Bactérias antagonistas da espécie Bacillus subtilis,
sabidamente, agem por antibiose e tem amplo espectro
de agdo; sendo que a inibicdo dos fungos a partir da
producdo de substancias toxicas é mais efetiva do que
qualquer outro mecanismo de agdo envolvido (Kupper
etal., 2003).

Isolados de B. subtilis produzem uma grande
variedade de metabdlitos antifingicos, entre os quais
se encontram lipopeptideos das familias da surfactina,
iturina e fengicina. Estes peptideos sdo compostos
ciclicos de sete ou dez a-aminodcidos ligados a um
unico B-amino (iturinas) ou B- hidroxi (surfactinas e
fengicinas) acido graxo. O comprimento desta cadeia
de acidos graxos pode variar de C13 a C16 para
surfactinas, de C14 a C17 para iturinas e de C14 a C18,
no caso de fengicinas (Ongena et al., 2005). Embora
estruturalmente semelhantes, surfactinas, iturinas e
fengicinas diferem em alguns aspectos biologicos em
relagdo a sua atividade. Como exemplo, iturinas e
fengicinas exibem uma forte atividade antifingica e s@o
inibitérios para o crescimento de uma ampla gama de
fitopatdgenos. No tocante a surfactinas, as mesmas
ndo sdo por si fungitoxicas, mas exercem algum efeito
sinergistico antifingico, quando em companhia da
iturina A (Lanna et al., 2010).

Outros autores j& demostraram por meio de
metodologias semelhantes ao presente trabalho a agéo
de metabdlitos produzidas por bactérias do género
Bacillus contra fungos fitopatogénicos. Remuska
et al. (2007), demonstraram que isolados de B.
thuringiensis foram eficientes em produzir metabolitos
que inibiram o crescimento de importantes patdégenos,
como Sclerotium rolfsii e R. solani. Marroni e Germani
(2011) verificaram que a cepa RZ 2 de Bacillus sp.
Conseguiu inibir o crescimento de M. phaseolina,
patdgeno da mamona em 24%, por meio de seus
metabdlitos ndo volateis.

Metabolitos volateis

O isolado bacteriano BSV-05 (B. subtilis) nédo
apresentou nenhum provavel metabolito volatil capaz
de inibir ou diminuir o crescimento de nenhum dos
quatro patégenos testados neste trabalho.

Dados recentes revelam que B. subtilis é
capaz de produzir substancias volateis com atividade
antifungica. No entanto, muitas dessas substancias
volateis produzidas por este microrganismo sao ainda
desconhecidas (Kai et al. 2007). Chen et al. (2008)
encontraram 14 compostos volateis de B. subtilis,
identificados através da cromatografia gasosa de
espectro de massa (CG-MS), com aparente fonte
de compostos bioativos. A natureza antifingica de
alguns dos compostos, tais como 2-etil-hexanal,
2,4-bis (2-metilpropil) fenol, 4-hidroxibenzaldeido e
2-nonanona, foi também demonstrada em outros
patossistemas (Almenar et al., 2007).

No presente trabalho podemos verificar que
tais substancias ndo foram produzidas pelo isolado
BSV-05; o que evidencia ser antibiose 0 mecanismo
envolvido na supressdo dos patdgenos radiculares do
feijoeiro testados.

Efeito do metabdlito do isolado bacteriano BSV-
05 sobre a germinagéo de conidios de F. solani
f.sp. phaseoli, F. oxysporum f. sp. Phaseoli e M.
phaseolina

A porcentagem de inibigdo da germinagéo de
conidios de F. solani f.sp. phaseoli e F. oxysporum
f. sp. phaseoli e M. phaseolina num meio de cultura
contendo substancias metabolizadas pelo isolado BSV
- 05 foi de 87,70; 91,28% e 100,00%, respectivamente
(Tabela 1).

E sabido que bactérias do género Bacillus
produzem diversas enzimas como quitinases, que
sdo antagbnicas a diversos fitopatdgenos, tais como
F. sambucinum (Sadfi et al., 2001), Helminthosporium
solani Dur. & Mont. (Martinez et al., 2002) e
Sclerotium rolfsii Sacc., F. oxysporum Schl., e Pythium
aphanidermatum (Edson) Fitzp (Di Fioree Del Gallo,
1995) e que podem estar relacionadas & capacidade
de inibir a germinagéo de esporos flngicos (Shiomi et
al., 2006). Estes ultimos autores observaram em seu
trabalho que varios isolados de bactérias endofiticas
demonstraram eficacia na inibicdo da germinagao de
uredinidsporos de Hemileia vastatrix Berk. & Br, agente
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causal da ferrugem do cafeeiro, com valores acima de
50,00% de inibic&o.

No presente trabalho foram observadas
inibicdes na germinagédo de conidios de F. solani f.sp.
phaseoli, F. oxysporum f. sp. phaseoli e M. phaseolina
acima de 80,00% na presenca de substéncias
produzidas pelo isolado BSV-05, 0 que na pratica pode
resultar numa diminuicdo expressiva das infecgdes
causadas pelos referidos patdgenos no campo.

Ao se observar os resultados obtidos in vitro,
pode-se inferir que o isolado de B. subtilis (BSV-05)
tem um forte poder de inibicdo sobre os patégenos
radiculares do feijoeiro testados. O metabdlito nao
volatil produzido pela bactéria esta sendo identificado
por cromatografia liquida.

Como os resultados sdo promissores,
trabalhos em casa de vegetagdo estdo sendo feitos
para corroborar o potencial antagonistico de B. subtilis
(isolado BSV-05) contra os patdgenos radiculares do
feijoeiro.
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