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AVALIACAO, /n Vitro, DO ANTAGONISMO DE Bacillus spp e Trichoderma
spp. A Cylindrocladium spathulatum,AGENTE CAUSAL DA PINTA-PRETA DA
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A erva-mate, como qualquer espécie vegetal, estd sujeita a doencas que podem
provocar prejuizos ou até mesmo inviabilizar seu cultivo. Dentre as doencas que incidem sobre
esta cultura, destaca-se a pinta-preta, causada pelo fungo Cylindrocladium spathulatum. As
praticas de controle, atualmente em uso, sdo, muitas vezes, inadequadas e baseiam-se
principalmente no uso de fungicidas. A necessidade de reduzir o uso de agrotéxicos tem
incentivado a utilizacdo de outros métodos de controle menos agressivos ao ambiente e a
saude humana. O controle biolégico,por meio de fungos e bactérias antagonistas, tem sido
utilizado com éxito, em outras culturas, em substituicdo ao controle quimico. Com o objetivo
de fornecer alternativas eficientes, vidveis e de pequeno impacto ambiental, foram avaliados
antagonistas nativos e exdticos para o controle deste patégeno. Com os resultados obtidos,
espera-se reduzir o nimero de aplicagbes ou até suprimir o uso de fungicidas no cultivo da
erva-mate.

Inicialmente foram testados 16 antagonistas, sendo 3 obtidos na Embrapa
Monitoramento Ambiental, 7 na Embrapa Uva e Vinho e 6 na Embrapa Florestas, os quais
estao listados na Tabela 1.

! Eng.-Agrénomo, Doutor, CREA n* 2711/D e 16911/D, respectivamente, Pesquisadores da
Embrapa Florestas.

> Eng. Florestal, CREA n2 9573/D, mestrando em Engenharia Florestal pela UFPR.

*  Eng. Florestal, Doutor, CREA n® 136829/D, Pesquisador da Embrapa Florestas.
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Tabela 1. Relacdo de antagonistas utilizados no controle de C. spathulatum, 1999

ANTAGONISTA NATIVO EXOTICO TOTAL
Bacillus spp. B-1* AP-3**
B-2* AP-49**
B-3* AP-51%**
B-4*
B-6* 8
Trichoderma spp. T-2° TSS-3***
TSS-9***
T_1 2 * ¥ %
TSS-13***
T_‘I 5 * % %
T-15E***
T-19%*** 8
TOTAL 6 10 16
* Isolado obtido na Embrapa Florestas
*x Isolado obtido através da Embrapa Monitoramento Ambiental
*xx Isolado obtido através da Embrapa Uva e Vinho.

Utilizou-se neste trabalho, o isolado de Cylindrocladium spathulatum, da colecdo da Embrapa Florestas.

Ensaio 1. Efeito dos metabdlitos no crescimento de C. spathulatum

O potencial de antagonismo dos isolados de Bacillus spp., foi avaliado por meio do
efeito inibidor de seus metabdlitos sobre o patégeno. A producao de metabdlitos foi feita em
meio batata dextrose ( 200 gr de batata + 20 gr de dextrose, para 1000 ml de agua). Cada
isolado do antagonista foi incubado neste meio, sem agitacao, durante 15 dias, a uma
temperatura de 26° C no escuro. Apds esse periodo, adicionou-se, as culturas liquidas, 15
gramas de agar/litro e apds, estas foram autoclavadas por 20 minutos, a 120° C e vertidas
em placas de Petri (Bettiol, 1988).

Discos de 5,0 mm de didmetro, da cultura do patégeno, foram colocados no centro de
cada placa e incubados a uma temperatura de 22° C ,com luz alternada (12/12 horas). A
testemunha consistiu na incubacdo de C. spathulatum, em meio BDA na auséncia de
metabdlitos, para obter-se o padrdao normal de crescimento do patégeno. As avaliacbes foram
realizadas aos 6, 8 e 21 dias, medindo-se o didmetro da colénia em milimetros (Tabela 2).

Observou-se que todos os isolados de Bacillus spp reduziram o crescimento das
colonias de C. spathulatum e que a acdo dos metabdlitos é persistente, pois seus efeitos
permaneceram até o 21° dia ( Tabela 2).
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Tabela 2 Didametro das coldnias de C. spathulatum (mm) em meios contendo metabdlitos de
Bacillus spp., apés 6, 8 e 21 dias de incubacao.

Antagonista  Didmetro das col6nias Didmetro das colbnias Didmetro das colbnias
(mm) (mm) (mm)

6 dias de incubacao 8 dias de incubacéo 21 dias de incubacao
Testemunha 31,00 a* 41,50-a 88,25-a
AP -3 10,50 b 11,25-b 26,00-b
AP - 49 10,00 b 12,25-b 22,00-b
AP- 51 9,50 b 11,25-b 22,50-b
B-5 9,50 b 11,75-b 27,25-b
B- 1 9,00 b 10,25-b 21,75-b

*Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de 1% de significancia,
comparadas pelo teste Tukey.

Ensaio 2. Efeito de metabdlitos na germinacdo de conidios de C. spathulatum

Foi realizado um teste para verificar o efeito dos metabdlitos, incorporados ao meio de
cultura, sobre a germinacao dos conidios de C. spathulatum. Os isolados B-1, B-5, AP-3, AP-
49 e AP-51, inibiram totalmente a germinacdo dos conidios do patégeno, onde, na
testemunha, sem o metabdlito, germinaram cerca de 86% dos conidios, apés 120 minutos de
incubacdo, a uma temperatura de 23° C.

Ensaio 3. Pareamento das culturas de Trichoderma spp

Os isolados de Trichoderma spp. foram testados pelo método do pareamento de
culturas. O pareamento foi realizado em placas de Petri contendo meio BDA nas quais, foram
colocados discos do patdégeno e do antagonista e incubadas a 23° C, durante 4 dias. De
acordo com o crescimento em placa, o antagonismno foi enquadrado numa escala com
classes de 1 a 5, proposta por Bell et al. (1982) onde:

Classe 1 : o antagonista cobriu a totalidade da superficie da placa;

Classe 2 : o antagonista cobriu, ao menos, 2/3 da superficie da placa;

Classe 3 : o0 antagonista cobriu, ao menos, 50% da superficie da placa;

Classe 4 : o patégeno cobriu, ao menos, 2/3 da superficie da placa, e

Classe b : o patdégeno cobriu a totalidade da superficie, anulando o antagonista.

Os testes realizados mostraram que todos os isolados de Trichoderma spp., apds o
periodo de incubacdo, se enquadraram na classe 1, portanto, com elevado potencial de
antagonismo.

Estes testes preliminares, além de indicarem a potencialidade dos antagonistas no
controle do patégeno, também permitiram testar e ajustar as metodologias que serdo
utilizadas posteriormente.
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