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RESUMO

Os problemas microbioldgicos que envolvem a pés-colheita sio responsdveis por grandes
perdas de produtos agricolas e sdo causadas principalmente por fungos, destacando-se
Botrytis cinerea. Com o objetivo de selecionar agentes potenciais para controle deste
patégeno, foram isolados 99 microrganismos de solo, os quais foram submetidos a testes in
vitro. O patégeno e o isolado foram inoculados e incubados em meio G7¢ durante quatro
dias. Foi realizada avaliagdo didria do crescimento do disco central do patégeno e calculado
0 indice de inibi¢do do crescimento com base no didmetro do disco, pardmetro utilizado para
sele¢do dos isolados com potencial para controle do fungo. Das 99 linhagens, 17
apresentaram indices de inibicdo superiores a 50%, dentre os quais M13/08 e M31/08
inibiram severamente o crescimento do patégeno. O antagonismo destas duas linhagens esta
relacionado, muito provavelmente, a sintese de compostos antifiingicos que se difundem no
meio, impedindo sua proliferacao.
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INTRODUCAO

As doengas de plantas sdo responsaveis por consideraveis perdas econdmicas nas culturas
de importancia agricola (Bettiol., 1991). Atualmente, o controle de pragas de campo tem sido
realizado principalmente com o uso de defensivos quimicos. Estes atuam sobre organismos
nao-alvo, contaminam as 4guas superficiais e subterraneas, deixam residuos em alimentos ¢
induzem resisténcia. Adicionalmente, a sociedade, exigindo cada vez mais alimentos livres de
residuos quimicos, tem incentivado o desenvolvimento de métodos alternativos de controle
(Melo et al., 1998). Uma dessas alternativas é o controle biolégico. Este processo ocorre por
meio da substitui¢do de defensivos quimicos por microrganismos, como bactérias, leveduras e,
fungos filamentosos. Alguns destes microrganismos possuem a capacidade de inibir a acdo de
patogenos. Esta inibi¢do se da por antibiose, parasitismo, resisténcia induzida e competi¢ao
por espago ou nutrientes (Janisiewicz et al., 2000).

Segundo Melo et al. (1998), o solo € o principal reservatério de agentes microbianos para
controle de insetos-praga, microrganismos causadores de doencas e nematéides. Nele



encontramos uma microfauna com elevada resisténcia, uma vez que interagem com diversos
outros microrganismos para assegurar sua sobrevivéncia, além da capacidade de se ajustar
rapidamente as variagdes ambientais. Neste caso, estes microrganismos s3o antagonistas
promissores para o controle biolégico de pragas.

A aplicagdo destes agentes biolégicos pode ser realizada tanto em pré como pos-colheita. As
podriddes pos-colheita sio de dificil controle e sdo responsaveis por grande percentagem de
perdas (Kretzschmar., 1991). Diversos microrganismos estio associados as podriddes em pos-
colheita de frutos e hortaligas, com destaque para os fungos. Estes microrganismos penetram
nos frutos por meio de ferimentos acidentais durante a colheita, o transporte e o
armazenamento. A penetragdo pode se dar também por aberturas naturais do fruto, como
lenticelas e partes florais, permanecendo latente até o amadurecimento quando entdo causam a
podriddo (Creemers, 1989). O fungo Botrytis cinerea é um dos principais patogenos
causadores de doengas pré e pds-colheita. Os problemas causados por este fungo t€m sido
descritos em varios produtos agricolas (Naradisorn, 2008). Esse patdégeno & o agente
etioldgico da “podriddo cinzenta”. Seu desenvolvimento e sua propagacgao sdo favorecidos por
ambientes com precipitagdo pluviométrica elevada, alta umidade relativa do ar e teores
elevados de matéria orgénica no solo. Adicionalmente, o fungo ¢ de dificil controle devido a
sua complexa epidemiologia e suas diversas rotas de infec¢do (Walker et al., 2001).

Como testes de selegdo de antagonistas in vitro permitem identificar microrganismos que
apresentem potencial para o controle de um determinado patégeno, o objetivo do trabalho foi
isolar microrganismos de solo e avaliar seus potenciais para controle in vitro de B. cinerea.

N

MATERIAIS E METODOS

ISOLAMENTO DE MICRORGANISMOS PARA CONTROLE BIOLOGICO

Foi coletada uma amostra de solo da Embrapa Uva e Vinho em Bento Gongalves-RS. A
amostra foi triturada em liquidificador com 100 ml de agua destilada. Foi utilizado o meio
G7c (Silva e Almeida, 2006), que se caracteriza por possuir 114ml/L de extrato de levedura
nio-comercial ¢ 20g/L de Agar (Bacto Difco). O pH foi ajustado para 6,5. Foi efetuada
dilui¢do em série e aliquotas de 100uL das diluigdes 107, 10 e 10°° foram transferidas para
placas de Petri, contendo meio G7c¢, ¢ mantidas em estufa (Labline-Imperial II USA) a 25°C.
Para o isolamento foram consideradas as placas que apresentaram contagem entre 30 e 300
UFC (Unidades Formadoras de Coldnia) por placa. As colénias isoladas foram transferidas
para tubos de ensaio, contendo G7c¢ inclinado e mantidas em estufa (Labline-Imperial 1II
USA). Foram isoladas 99 col6nias e denominadas por codigos (M1/08 a M99/08).

ANTAGONISMO DOS MICRORGANISMOS ISOLADOS CONTRA BOTRYTIS
CINEREA

Todos os microrganismos isolados foram testados quanto & capacidade de interferir in vitro
no crescimento de B. cinerea, inibindo-o ou estimulando-o. Foram retirados discos centrais de
0.4 cm de didmetro de placas contendo meio G7c, originando pogos. As linhagens foram
dispostas na forma de estrias eqiidistantes um c¢m das extremidades do pog¢o, onde foi
introduzido um disco de 0,4 cm de didmetro retirado da periferia da colonia de B. cinerea.
Como testemunha foi utilizada uma placa contendo apenas um disco central com micélio do
fungo. As placas foram incubadas a 25°C durante quatro dias na auséncia de luz. O
crescimento micelial do disco do patdgeno foi medido diariamente na diregdo das estrias (st) e
no espago livre (fw). Para cada microrganismo foi utilizada uma placa.

O indice de inibigdo do crescimento de B. cinerea foi obtido com as seguintes formulas:

(1Go)st= [d(Pris) — d(Dresis)] / d(Pris)
(IGe)fw= [d(Pris) — d(Drrswie)] / A D)



Sendo,
(IGe)st: indice de inibigdo do crescimento em direcdo as estrias (st)
(IGe)fw: indice de inibigdo do crescimento em dire¢do ao espago livre (fw)

d(d)f».is): didmetro da circunferéncia (cm) na auséncia do microrganismo isolado (testemunha)

d( cl)fﬂtis): didmetro da circunferéncia (cm) na presenca do microrganismo isolado, em diregdo
as estrias (st)

d((‘)ﬁfwis): diametro da circunferéncia (cm) na presenca do microrganismo isolado, em dire¢éo
ao espaco livre (fw)

Foram considerados microrganismos com potencial antagdnico para controle do
crescimento de B. cinerea aqueles que apresentaram, no quarto dia de avaliagdo, indice de
inibicdo em dire¢do ao espago livre e as estrias maior que 0,5. Para estes microrganismos foi
calculada a taxa de crescimento do patdgeno na presenca dos mesmos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram isolados 99 microrganismos, dos quais 17 apresentaram indice de inibi¢do superior
ou igual a 0,5 no quarto dia de avaliagio (Tabela 1). Assim, esses microrganismos foram
capazes de inibir 50% ou mais o crescimento da B. cinerea. Destes, destacou-se a linhagem
M31/08, apresentando um indice de inibi¢io de 0,79 no sentido das estrias (st) e 0,80 no
sentido do espago livre (fw) no quarto dia de avalia¢io (Figura 1). O crescimento do fungo foi
detido por acdo da linhagem M31/08 em 24 horas. A inibi¢do se efetuou sem contato célula-
célula. Essa caracteristica observada sugere que o provavel mecanismo de antagonismo seja a
produgdo de substancias com caracteristicas antifingicas que se difundem com facilidade no
meio ¢ podem interromper a proliferacio do fungo. A produgdo de substincias
antimicrobianas ¢ um mecanismo universal de antagonismo que os agentes de biocontrole
exibem com freqiiéncia, ainda que necessariamente ndo sejam os Unicos nem os mais
importantes meios de antagonismo (Yoshida et al., 2001, Barra et al., 2008). Nutrientes
podem atuar de varias formas. Estimulam o desenvolvimento do antagonista sobre o fruto,
aumentado a eficiéncia do controle (Janisiewicz et al., 1992) ou, sendo consumido
rapidamente pelo antagonista (Janisiewicz et al., 2000), inibem uma determinada fase do
desenvolvimento do fungo. Os aminoécidos, em particular, podem fazer parte da composigio
de moléculas inibidoras da esporulagio (Musetti et al., 2000).

Comportamento semelhante ao da linhagem M31/08 foi observado para linhagem M13/08.
O microrganismo impediu o crescimento do patégeno a partir das 48 horas de incubagdo. Na
placa contendo M13/08, B. cinerea apresentou uma taxa de crescimento linear de 0,35 cm/dia;
enquanto que na placa testemunha (Figura 2) a taxa de crescimento linear foi de 0,9 cm/dia.
Da mesma forma que para M31/08, ndo foi necessario contato célula-célula para inibi¢ao do
crescimento. Esse resultado indica que os compostos antifungicos sintetizados por M13/08
também sdo capazes de se difundir no meio, porém com menor velocidade que os produzidos
por M31/08 ou apresentam menor atividade inibidora.

Nas placas M13/08 ¢ M31/08, onde houve inibi¢do do crescimento do fungo, foi formado
un aglomerado de micélios condensados e conidios deformados. O mesmo foi observado por
Paul et al. (1998), ao testar in vitro a bactéria de solo B-781 no controle de B. cinerea. Apesar
de ndo ocorrer germinagdo de conidios do patégeno na presenca do antagonista, eles
permaneceram vidveis quando plaqueados em meio de cultura sem antagonista. O mesmo
comportamento foi observado por Janisiewicz et al. (2000) ao caracterizar o mecanismo de
controle bioldgico por meio de um estudo de competi¢io por nutrientes para controle de
Penicillium expasum.

Entre os microrganismos isolados, foram registrados para quatro deles (M51/08, M56/08,



M59/08 e M60/08) indices de inibigdo do crescimento negativo, com valor de 0,03 para todos
0s quatro. Esse resultado pode ter decorrido por diferengas na quantidade de micélios em cada
disco, evidenciando que os dois microrganismos, B. cinerea e antagonista, podem coexistir e
proliferar no mesmo ambiente sem que haja inibigio.

As demais linhagens apresentaram alguma habilidade na reducio da proliferacdo de B.
cinerea, no entanto, esses valores nio foram expressivos, variando entre 3 e 49%. Zahavi et
al. (2000) testaram 129 microrganismos epifiticos isolados de uvas de mesa para controle
biolégico de B. cinerea. Poucas linhagens reduziram o desenvolvimento da podriddo nos
frutos em um nivel que pudesse ser considerado significativo para as condi¢des comerciais.
Na busca de agentes biologicos capazes de controlar B. cinerea, Rabosto et al. (2006)
isolaram 223 microrganismos entre fungos e bactérias de solos de vinhedos uruguaios, dentre
os quais 8 fungos e 4 bactérias apresentaram eficacia superior a 50% em testes in vitro. Uma
especie de Bacillus (UYBC38) e uma linhagem de Hanseniaspora uvarum (UYNS13)
mostraram uma alta capacidade antagonica in vitro contra o patégeno, com indices de inibi¢do
de 1€ 0,9, respectivamente.

Embora o comportamento de microrganismos obtido in vitro nio seja 0 mesmo que se
observa em condigdes de campo, informagdes importantes podem ser auferidas a respeito do
potencial destes microrganismos para controle bioldgico (Silva, 1996). De acordo Spadaro e
Gullino (2004), um agente de controle bioldgico ideal deve ser geneticamente estavel, eficaz
em baixas concentra¢des, apresentar um amplo espectro de acdo, sobreviver em condigdes
adversas, crescer em meios de baixo custo e ndo produzir metabolitos téxicos aos seres
humanos. No entanto, poucos microrganismos apresentam todas as caracteristicas desejaveis
quando submetidos as condigdes de campo. Porém, a procura por agentes bioldgicos para
controle da deterioragdo de frutos na pés-colheita é facilitada, uma vez que os produtos sdo
armazenados em condi¢des controladas de temperatura e de umidade relativa. Além disso, a
limitagdo da superficie de aplicagdo dos antagonistas torna o procedimento de controle
economicamente viavel (Michereff, 2008). Essas caracteristicas favorecem a estabilidade do
metabolismo e da atividade antagonica do isolado, facilitando sua exploragdo para produ¢io
em grande escala e comercializagdo.

Em condigdes de atmosfera e umidade relativa controladas, vérios microrganismos ja foram
encontrados para controle de B. cinerea. Saligkarias et al. (2002) utilizaram com sucesso as
leveduras Candida guilliermondii ¢ Candida oleophila no controle do patdgeno em uvas
viniferas e de mesa. Calvo et al. (2007) obtiveram resultados satisfatérios com a bactéria
Rahnella aquatilis em magds e Yu et al. (2008) utilizaram com sucesso a levedura
Cryptococcus laurentii em combinagdo com o fito horménio acido-indol-acético no controle
da podridao cinzenta em mag3s.

Como o controle foi caracterizado por inibigdo a distancia, avaliagdes sobre as condigdes de
produgdo de metabdlitos inibidores da B. cinerea deverio ser conduzidas.

Tabela 1. Linhagens de bactérias com indice de inibi¢do em direciio ao espago livre e em dire¢iio as estrias
superior ou igual a 0,5 no quarto dia de avaliacéo e suas respectivas equacdes que definem o crescimento
do fungo B. cinerea.

Isolado Ind. Inib. st Ind. Inib. fw Equacgoes r?
M1 0,54 0,57 y=0,075x%-0,6964x*+2,2286x-1,2 0,997
MI11 0,51 0,50 y=-0,025x*+0,175x*+0,1x+0,14 0,9955
M13 0,72 0,61 y=0,35x+0,0667 0,9932
M15 0,51 0,50 y=-0,025x*+0,175x*+0,1x+0,14 0,9955
M16 0,54 0,61 y=0,8803In(x)+0,3571 0,992
M21 0,51 0,59 y=0,37x+0,09 0,992

M22 0,51 0,50 y=-0,025x"+0,175x*+0,1x+0,14 0,9955



M28 0,51 0,50 y=0,39x-0,03 0,9928

M31 0,79 0,80 y=0,7x-0,3 1

M32 0,51 0,50 y=-0,0286x+0,5514x-0,14 0,9969
M33 0,51 0,50 y=0,39x-0,01 0,9928
M35 0,51 0,52 y=-0,0286x*+0,5514x-0,12 0,9914
M39 0,51 0,52 y=-0,0357x*+0,604x-0,2 0,9941
M43 0,51 0,55 y=0,2784¢"3%% 0,9909
M45 0,51 0,55 y=0,2726¢03964 0,9972
M46 0,62 0,64 y= 0,28x+0,08 0,9949
Mo68 0,54 0,55 y=-0,0333x7+0,25x%-0,1167x+0,3 1

Figura 1.Crescimento B. cinerea, contendo a linhagem Figura 2. Crescimento B. cinerea
M31 (4 dias) em meio G7c. (testemunha-4 dias) em meio G7c.

CONCLUSOES

O nimero de microrganismos isolados do solo que apresentou indices de inibigdo
satisfatorios para o controle de B. cinerea ¢ baixo. O mecanismo de acdo antagdnica das
linhagens esta relacionado com a sintese de metabdlitos inibidores ou com a competi¢do por
nutrientes mas nao com a inibi¢do por contato.
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