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A lavoura de arroz irrigado no Sul do 
Brasil, especificamente no Rio Grande 
do Sul (RS), apresenta elevado nível de 
tecnificação e produtividade, com base 
no uso de agrotóxicos para o controle de 
doenças, insetos e plantas daninhas, o 
que aumenta os custos de produção e 
os riscos de contaminação ambiental. 
O emprego de agentes de biocontrole 
é um método alternativo para o manejo 
integrado de pragas nessas lavouras 
(Martins et al., 2004). Porém, microrga-
nismos com potencial para a mitigação 
de solos orizícolas contaminados por 
resíduos de agrotóxicos (Mattos et al., 
2008, 2010) ou promotores da fixação 
biológica de nitrogênio em arroz (Mattos 
et al., 2012) e soja (Hungria et al., 2007) 
podem ser afetados pelos agentes de 
biocontrole. 

Diante do crescimento do mercado 
de defensivos agrícolas biológicos, 
na ordem de 15% no Brasil (CropLife, 
2020), há perspectiva do aumento do 
uso de produtos de base biológica no 
manejo de cultivo de arroz no RS e, ao 

mesmo tempo, há um desconhecimento 
sobre a toxicidade dos biocontroladores 
sobre bactérias nativas e/ou estabele-
cidas nos solos com drenagem natural 
deficiente, nas terras baixas do RS.

Dessa forma, há necessidade de 
pesquisas para avaliar o antagonismo 
de agentes biológicos contra bactérias 
e fungos com potencial agrícola de inte-
resse biotecnológico. Estudos recentes 
demonstram os efeitos antagônicos 
entre os microrganismos (bactérias 
e fungos) usados para o controle de 
doenças de culturas agrícolas (Brito et 
al., 2018; Gomes et al., 2001). Assim, 
bactérias não alvo (BNA), com diferen-
tes funcionalidades para agricultura e 
meio ambiente, como degradadoras de 
agrotóxicos e fixadoras de nitrogênio 
presentes no ambiente de produção de 
grãos nas terras baixas, também podem 
sofrer o efeito antagônico dos agentes 
de biocontrole de pragas (ABP) das la-
vouras de arroz irrigado. 
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O presente trabalho apresenta duas 
contribuições metodológicas de avalia-
ção do efeito antagonista de agentes 
de biocontrole de pragas (ABP), com 
as seguintes interações: fungos (ABP) 
x bactérias (BNA), e bactérias (ABP) 
x bactérias (BNA); e dois métodos: (1) 
método com o uso de meio de cultura 
NYDA, e (2) método com o uso de meios 
específicos para cada bactéria. 

PROCEDIMENTOS 
ANALÍTICOS

Microrganismos 
Fungos – foram utilizados qua-

tro fungos, sendo: 1) CMM 1039 
(Trichoderma asperellum, estirpe UFRA 
T06); 2) CMM1040 (Trichoderma aspe-
rellum, estirpe UFRA T09); 3) CMM 1041 
(Trichoderma asperellum, estirpe UFRA 
T12); 4) CMM 1042 (Trichoderma aspe-
rellum, estirpe UFRA T52). 

Bactérias – foram avaliadas 
dez bactérias, sendo: 1) CMM 676 
(Bradyrhizobium elkanii, SEMIA 
587); 2) CMM 677 (Bradyrhizobium 
elkanii, SEMIA 5019); 3) CMM 678 
(Bradyrhizobium japonicum,  SEMIA 
5079); 4) CMM 679 (Bradyrhizobium dia-
zoefficiens, SEMIA 5080); 5) CMM 1132 
(Bacillus sp., estirpe 82R); 6) CMM 973 
(Burkholderia pyrrocinia, estirpe R46); 7) 
CMM972 (Pseudomonas fluorescens, 
estirpe R55); 8) CMM 1 (Pseudomonas 
fluorescens, estirpe CLZG1); 9) CMM 

45 (Pseudomonas sp.); 10) CMM105 
(Bacillus megaterium).

Os acessos usados neste trabalho 
estavam preservados na Coleção de 
Microrganismos Multifuncionais de 
Clima Temperado (CMMCT), sendo 
recuperados em meios de cultura Ágar 
Nutritivo (bactérias) e Batata Dextrose 
Ágar (fungos). Na Tabela 1 constam as 
funcionalidades das bactérias e fungos 
avaliados.  
Tabela 1. Funcionalidade das bactérias e 
fungos avaliados nos testes de antagonismo. 
Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS. 
2020.

Acesso Grupo 
taxonômico Função

CMM 1039 Fungo Controle Biológico

CMM 1040 Fungo Controle Biológico

CMM 1041 Fungo Controle Biológico

CMM 1042 Fungo Controle Biológico

CMM 972 Bactéria Controle Biológico

CMM 973 Bactéria Controle Biológico

CMM 1132 Bactéria Controle Biológico 

CMM 676 Bactéria Fixação de Nitrogênio

CMM 677 Bactéria Fixação de Nitrogênio

CMM 678 Bactéria Fixação de Nitrogênio

CMM 679 Bactéria Fixação de Nitrogênio

CMM 1 Bactéria Degradação de 
Agrotóxico

CMM 45 Bactéria Degradação de 
Agrotóxico

CMM 105 Bactéria Degradação de 
Agrotóxico

Atividade antagonista
Para verificação da atividade antago-

nista empregou-se os seguintes meios 
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de cultura: 1- fungos contra bactérias: 
(a) extrato de carne, extrato de levedu-
ra, peptona, dextrose e ágar (NYDA) 
(Pusey e Wilson, 1984); e (b) extrato de 
levedura, manitol e ágar (YMA) (Vincent, 
1970);

2- bactérias contra bactérias: (a) 
agar triptona de soja (TSA Merck®, 
Darmstadt, Alemanha); e (b) extrato de 
levedura, manitol e ágar (YMA) (Vincent, 
1970). 

Os testes foram realizados em tripli-
cata e as medidas dos diâmetros dos 
halos obtidas com o uso de paquímetro. 
O controle consistiu no cultivo de cada 
microrganismo no meio de cultura espe-
cífico, sendo bactérias semeadas pelo 
método do espalhamento com alça de 
Drigalski e fungos por meio de discos de 
crescimento depositados no centro da 
placa de Petri.

- Teste de antagonismo de fungos 
como agentes de biocontrole contra 
bactérias degradadoras de agrotóxi-
cos e fixadoras de nitrogênio

As bactérias foram cultivadas em 
placas de Petri contendo meio Ágar 
Nutritivo e incubadas a 28 °C por 48 
horas. Posteriormente, para cada bac-
téria, foram realizadas suspensões em 
solução fisiológica e a concentração 
celular avaliada de acordo com o tubo 
n° 0,5 da escala de MacFarland. Após, 
foram retiradas alíquotas de 100µl de 
cada suspensão bacteriana e, por meio 
do método de espalhamento, feita a 
semeadura em placas de Petri contendo 

os meios de cultura específicos para 
cada bactéria. 

Os fungos foram cultivados em pla-
cas de Petri contendo o meio de cultura 
BDA (Batata Dextrose Ágar) e incuba-
dos a 25 °C por sete dias. Na sequência, 
um disco de micélio do fungo de 6 mm 
de diâmetro, foi retirado e depositado no 
centro da placa de Petri semeada com 
a bactéria testada como antagonizada, 
sendo incubadas a 28 °C por 48 horas. 
A atividade antagônica foi avaliada pela 
medição do halo de inibição dos fungos 
em comparação com as placas de Petri 
controles que continham apenas o cres-
cimento do antagonista. 

- Teste de antagonismo de bac-
térias como agentes de biocontrole 
de pragas contra bactérias degrada-
doras de agrotóxicos e fixadoras de 
nitrogênio 

Baseado na metodologia de cultu-
ras pareadas utilizado por Mello et al. 
(2007), que consistiu na confrontação 
direta das bactérias em placas de Petri 
contendo meio de cultura sólido específi-
co e posterior análise de inibição de uma 
bactéria em relação a outra (Brito et al., 
2018). Inicialmente, placas de Petri fo-
ram inoculadas em metade da área com 
uma camada de células da bactéria can-
didata a antagonista. Posteriormente, 
bactérias antagonizadas foram riscadas 
em linhas perpendiculares à camada de 
células, partindo-se de uma suspensão 
de células diluídas (105 UFC mL-1). As 
placas foram incubadas a 28 °C por 48 
horas. A atividade antagônica foi deter-
minada pela mensuração da inibição 
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sobre cada acesso bacteriano (faixa 
sem crescimento) em comparação com 
as placas de Petri controles que conti-
nham apenas o crescimento das bacté-
rias antagonizadas. 

As bactérias fixadoras de nitrogênio 
não apresentaram crescimento em meio 
NYDA e, em função disso, utilizou-se o 
meio YMA em todas interações com os 
demais microrganismos. Na Tabela 2 
são apresentados os resultados da ação 
dos agentes fúngicos contra bactérias 
diazotróficas. Os fungos Trichoderma as-
perellum estirpes UFRA T06, UFRA T12, 
UFRA T52 não inibiram o crescimento 
das estirpes SEMIA 587, SEMIA 5019, 
SEMIA 5079 e SEMIA 5080 fixadoras 
de nitrogênio. A ação antagônica foi ve-
rificada somente do fungo Trichoderma 
asperellum estirpe UFRA T09 contra as 
bactérias fixadoras de nitrogênio, sendo 
que o maior efeito inibitório foi com B. 
japonicum SEMIA 5079 (5 mm) e B. dia-
zoefficiens SEMIA 5080 (3 mm).

Porém, salientamos que essa zona 
de inibição do crescimento demons-
trou baixo potencial do Trichoderma 
asperellum estirpe UFRA T09 para su-
pressão de estirpes de Bradyrhizobium. 
Pesquisas realizadas com linhagens de 
espécies de Trichoderma  comprovam 
o potencial antagônico contra fungos e 
bactérias (Bettiol; Morandi, 2009), consi-
derando os mecanismos de ação desse 
fungo que envolve antibiose, micopa-
rasitismo e competição (Monte et al., 
2019) e, ainda, a capacidade de produzir 
aproximadamente 40 substâncias que 

possuem atividade antibiótica (Venancio 
et al., 2019).

As estirpes de Trichoderma aspe-
rellum também não inibiram o crescimen-
to das bactérias degradadoras de agro-
tóxicos, demonstrando a capacidade de 
interação benéfica com Pseudomonas 
fluorescens, Pseudomonas sp. e Bacillus 
megaterium, organismos componentes 
da comunidade microbiana de solos ori-
zícolas, nas terras baixas do RS . 

Da mesma forma, não houve efeito 
deletério das bactérias agentes de bio-
controle sobre as bactérias fixadoras de 
nitrogênio . Apesar da capacidade de 
supressão de diversos patógenos das 
rizobactérias Bacillus sp. estirpe 82R,  
Burkholderia pyrrocinia estirpe R46 e 
Pseudomonas fluorescens estirpes R55, 
promovem simultâneamente a promo-
ção do crescimento  e redução da se-
veridade da brusone em arroz  (Filippi et 
al., 2011). Especialmente a Burkholderia 
pyrrocinia estirpe R46 (BRM32113), 
isolada da rizosfera de arroz, apre-
senta efetividade para o crescimento 
dessa cultura (Arriel-Elias et al., 2019). 
Kazempour (2004) também verificou o 
potencial de isolados de P. fluorescens 
no controle de Rhizoctonia solani 
Kühn em arroz, constituindo-se um 
agente de biocontrole que pode reduzir 
em 52% a intensidade da doença e pro-
mover o crescimento de plantas de 
arroz. Pussey; Wilson (1984) relatam 
que Bacillus spp. ocupam o mesmo 
nicho que muitos patógenos e têm a ca-
pacidade de produzir uma ampla gama 
de substâncias bioativas com atividade 
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antibiótica, podendo promover direta e/
ou indiretamente o crescimento da plan-
ta, a resistência a doenças e a tolerância 
ao estresse abiótico.

CONSIDERAÇÕES 
FINAIS

A determinação do efeito antagônico 
de agentes de biocontrole de pragas 
(fungos e bactérias) sobre outros micror-
ganismos benéficos é importante para o 
manejo biológico integrado e sustenta-
bilidade dos sistemas agrícolas. Nesse 
contexto, metodologias que envolvam 
fungos e/ou bactérias antagonistas e 
bactérias diazotróficas e promotoras de 
crescimento de plantas antagonizadas, 
com funções de fixação biológica de 
nitrogênio e degradação de agrotóxicos, 
respectivamente, complementam as 
pesquisas na área do controle biológi-
co de pragas e fornecem base técnica 
para soluções biológicas empregadas 
pelos produtores. Neste trabalho, pode-
se observar, por meio da metodologia 
adotada de uso de meios de cultura 
específicos para o crescimento de cada 

microrganismo, considerando-se sua 
funcionalidade, que somente um agen-
te de biocontrole, estirpe da espécie 
Trichoderma asperellum (UFRA T09),  
apresentou certo grau de ação antagô-
nica sobre as bactérias diazotróficas (B. 
elkanni, SEMIA 587; B. elkanii, SEMIA 
5019; B. japonicum, SEMIA, 5079 e 
B. diazoefficiens, SEMIA 5080); que 
bactérias como agentes de biocontrole 
(Bacillus sp. estirpe 82R;  Burkholderia 
pyrrocinia, estirpe R46; Pseudomonas 
fluorescens, estirpe R55) não apresen-
taram ação antagônica sobre bactérias 
degradadoras de agrotóxicos e fixado-
ras de nitrogênio.  
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Temperado.

Tabela 2. Valores dos halos de inibição (mm) dos fungos biocontroles (antagonistas) contra o 
crescimento das bactérias fixadoras de nitrogênio (antagonizadas). Embrapa Clima Temperado, 
Pelotas/RS, 2020. 

Fungos
Bactérias

B. elkanii
SEMIA 587

B. elkanii
SEMIA 5019

B. japonicum
SEMIA 5079

B. diazoefficiens
SEMIA 5080

Trichoderma asperellum, UFRA T06 0 0 0 0

Trichoderma asperellum, UFRA T09 1,0 1,0 5,0 3,0

Trichoderma asperellum, UFRA T12 0 0 0 0

Trichoderma asperellum, UFRA T52 0 0 0 0
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