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EFEITO ANTAGONISTA IN VITRO DE Bacillus spp. NO CRESCIMENTO DE
FUNGOS FITOPATOGENICOS

Caroline Lima de Matos

RESUMO

A agricultura global esta avangando progressivamente para uma agricultura
sustentavel e regenerativa e atualmente o controle de doengas de plantas em sua
maioria € realizado por fungicidas sintéticos. Nesse contexto, surge a demanda do
mercado por alternativas mais seguras, de modo que os produtos microbiolégicos
ganham espaco. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antagonista in
vitro de cinco diferentes géneros de Bacillus (amyloliquefaciens, licheniformis, subtilis,
tequilensis e velezensis) contra quatro isolados fitopatogénicos de importante risco
fitossanitario no Brasil, sendo eles, Botrytis cinerea, Ceratocystis paradoxa, Fusarium
solani e Sclerotinia sclerotiorum. A atividade antagonista foi avaliada pelo método de
cultura pareada, onde cada fitopatdogeno foi conduzido em um ensaio independente,
com delineamento inteiramente casualizado em trés repeticdes. As avaliagdes foram
realizadas medindo o didmetro do crescimento micelial e a porcentagem de inibigao
(1%), os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo
teste Tukey, a 5% de probabilidade. O crescimento micelial de Botrytis cinerea,
Ceratocystis paradoxa, Fusarium solani e Sclerotinia sclerotiorum, foi inibido
significativamente por todos os tratamentos de Bacillus, indicando um potencial de
agentes biocontroladores, se destacando o isolado de Bacillus tequilensis — 41.

Palavras-chave: 1. Bacillus 2. Fungos fitopatogénicos 3. Antagonismo 4. Controle
biolégico

ABSTRACT

Global agriculture is moving towards sustainable and regenerative agriculture,
nowadays the control of plant diseases is mostly carried out by synthetic fungicides. In
this context, there is a demand in the market for safer alternatives and microbiological
products gain space. Thus, the objective of this study was to evaluate the in vitro
antagonist activity of five different Bacillus genera (amyloliquefaciens, licheniformis,
subtilis, tequilensis and velezensis) against four phytopathogenic isolates of important
phytosanitary risk in Brazil, namely Botrytis cinerea, Ceratocystis paradoxa,
Fusarium solani and Sclerotinia sclerotiorum. Antagonist activity was evaluated by the
paired culture method, where each phytopathogen was an independent assay in a
completely randomized design with three replications. Estimates were performed by
measuring the diameter of the mycelial growth and the percentage of continuity (1%),
the data were displayed to the analysis of variance and the averages detected by the
Tukey test, at 5% probability. The mycelial growth of Boftrytis -cinerea,
Ceratocystis paradoxa, Fusarium solani and Sclerotinia sclerotiorum was significantly



inhibited by all Bacillus treatments, indicating a potential for biocontrol agents,
especially the Bacillus tequilensis isolate — 41.

Keywords: 1. Bacillus 2. Phytopathogenic fungi 3. Antagonism 4. Biological control

1 INTRODUGAO

A produtividade de alimentos pode ser afetada por bactérias, fungos e virus
fitopatogénicos, provocando perdas significativas (WU et al., 2015). O uso de
bactérias sdo uma alternativa sustentavel para a reducédo de aplicagdo de insumos
quimicos, contribuindo para uma agricultura mais sustentavel (OLIVEIRA et al. 2003).
O controle microbioldgico e o uso de microrganismos promotores de crescimento de
plantas se tornardo uma demanda significativa da agricultura nos proximos anos
(FIRA et al., 2018).

As espécies do género Bacillus fazem parte do grupo de bactérias chamadas
de promotoras de crescimento de plantas (BPCVs) e vem sendo cada vez mais
exploradas como defensivos agricolas ou biofertilizantes (PEREZ-GARCIA et al.,
2011). O solo oferece um ambiente diversificado que abriga bilhdes de
microrganismos, muitos dos quais estabelecem intera¢gdes complexas com as plantas,
abrangendo um amplo espectro de resultados ecoldgicos, desde beneficios até
patogenicidade (BARDGETT et al. 2014). O género Bacillus spp. em especial se
destaca pela capacidade de formar enddsporos e sua ampla capacidade de formar
diferentes mecanismos antagénicos, garantindo uma longa sobrevivéncia no solo até
que encontre as condi¢des ideais para seu desenvolvimento e seus compostos sao

excelentes para combater fitopatégenos (FILHO et al. 2010).

Diante disto, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito antagonista in vitro de
cinco diferentes géneros de Bacillus (amyloliquefaciens, licheniformis, subtilis,
tequilensis e velezensis) contra quatro isolados fitopatogénicos de importante risco
fitossanitario no Brasil, sendo eles, Botrytis cinerea, Ceratocystis paradoxa,

Fusarium solani e Sclerotinia sclerotiorum.



2 METODOLOGIA
2.1 ORIGEM DOS ISOLADOS DE Bacillus

Foram utilizados seis isolados de Bacillus spp. pertencentes a Colecido de
Microrganismos Multifuncionais da Biotrop. Esses isolados foram identificados pela
técnica de sequenciamento do rRNA 16s, sendo das espécies Bacillus
amyloliquefaciens (isolado 194), B. licheniformis (isolado 162), B. subtilis (isolados 04
e 360), B. tequilensis (isolado 41) e B. velezensis (isolado 160), todos os isolados
foram obtidos de solo coletado em area de Mata atlantica no Parana. Os isolados

foram mantidos em meio liquido nutriente.
2.2. ORIGEM DOS FITOPATOGENOS

Quatro fitopatogenos pertencentes a Colegdo de Microrganismos
Fitopatogénicos da Biotrop foram utilizados no estudo, sendo eles: Botrytis cinerea,
Ceratocystis paradoxa, Fusarium solani e Sclerotinia sclerotiorum, os fitopatégenos

foram mantidos em meio de cultura agar batata dextrose - BDA.
2.3 AVALIACAO DO ANTAGONISMO EM CULTURA PAREADA

O antagonismo dos Bacillus sobre os diferentes patdégenos foi avaliado pela
técnica de cultura pareada, na qual um disco de 8 mm contendo o fitopatégeno foi
colocado no centro da placa de petri (84 x 15 mm) em meio BDA e em 4 pontos
equidistantes radialmente a 2,5 cm do disco foi inoculado em um disco de 6 mm de
papel de germinagcdo 10uL do cultivo liquido em meio nutriente de cada isolado de
Bacillus (FIGURA 1).

FIGURA 1 - ENSAIO DE ANTAGONISMO PELA TECNICA DE CULTURA PAREADA

FONTE: O autor (2023).



Foram conduzidos quatro ensaios de forma independente para cada um dos
fitopatdbgenos sob delineamento inteiramente casualizado com sete tratamentos
(TABELA 1) e trés repeticoes.

TABELA 1 — Descri¢cao dos tratamentos

Tratamento Descrigcao

1 Testemunha

Bacillus amyloliquefaciens - isolado 194
Bacillus licheniformis - isolado 162
Bacillus subtilis - isolado 04

Bacillus subtilis - isolado 360

Bacillus tequilensis - isolado 41

N OO g W N

Bacillus velezensis - isolado 160

FONTE: O autor (2023).

As avaliagbdes do diametro do crescimento micelial foram realizadas quando toda
a superficie do meio se apresentava colonizada pelo fitopatégeno no tratamento
testemunha e a percentagem de inibicao (% |) dos fitopatdégenos calculada conforme

Menten et al., 1976, utilizando a formula:

(diametro médio do crescimento micelial da testemunha - didmetro médio do crescimento micelial do tratamenta)

x 100

0 —
I (/D) - | diimetro médio do crescimento micelial da testemunha
Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia, sendo as médias

comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia com o auxilio do software R.

3 APRESENTAGAO DOS RESULTADOS

De modo geral constatou-se que todos os tratamentos que utilizaram Bacillus
apresentam algum efeito antagbnico sobre os fitopatogenos (TABELA 2). As
pesquisas para avaliar a capacidade antagdnica do género Bacillus esta em crescente
crescimento, como a de Zambrano et. al. (2022) que relaram o efeito antagbnico de
Bacillus sp. contra o patdogeno Sclerotium sp. e Pershakova et al. (2018) que avaliaram
com sucesso o efeito antagbnico de Bacillus subtilis contra os patdégenos

Sclerotinia sclerotiorum, Alternaria radicina e Erwinia carotovora.



No ensaio de antagonismo com Boftrytis cinerea observou-se inibicao
significativa quando confrontado com os todos os tratamentos de Bacillus, inibindo de

46 a 71% o crescimento do fitopatégeno.

Para a Ceratocystis paradoxa, somente o tratamento 6, Bacillus tequilensis —
isolado 41 possui efeito antagonista, inibindo em 54% o crescimento do fitopatdégeno.

Ja para o Fusarium solani todos os tratamentos de bacillus (T2 ao T7) possuem
efeito antagbnico com destaque para os tratamentos T3 - Bacillus licheniformis -
isolado 162, T5 - Bacillus subtilis - isolado 360 e T6 - Bacillus tequilensis - isolado 41,

inibindo em 34%, 35% e 35% o crescimento do fitopatégeno, respectivamente.

Para a Sclerotinia sclerotiorum os tratamentos T2 - Bacillus amyloliquefaciens
- isolado 194, T3 - Bacillus licheniformis - isolado 162, T4 - Bacillus subtilis - isolado
04 e T6 - Bacillus tequilensis - isolado 41 possuem efeito antagonista, com destaque
para os tratamentos T4 e T6 inibindo em 39% e 38% o crescimento do fitopatdgeno,

respectivamente.

Quando comparado todos isolados de Bacillus contra todos os fitopatdégenos a
acao antagbnica do tratamento 6, Bacillus tequilensis — isolado 41 se destaca
reduzindo o crescimento micelial com superioridade para todos os fitopatdégenos
testados, Ocegueda-Reyes et al., 2020 reforgca a importancia do uso do género
Bacillus na agricultura tanto pelo seu potencial em inibir fitopatégenos quanto pela
sua acao promotora de crescimento vegetal. A formulagdo de bioprodutos a base
de bactérias pode contribuir na redugdo de doengas, minimizar os impactos
ambientais e de maneira sustentavel aumentar a produtividade e a seguranga
alimentar (MARIANO et al., 2013).
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4 CONSIDERAGOES FINAIS

As bactérias Bacillus amyloliquefaciens, B. licheniformis, B. subtilis,
B. tequilensis e B. velezensis observadas nesses ensaios inibem o crescimento
micelial de Botrytis cinerea, Ceratocystis paradoxa, Fusarium solani e Sclerotinia
sclerotiorum in vitro, com destaque para o Bacillus tequilensis — isolado 41.

Todos os isolados de Bacillus possuem potencial para utilizacdo em produtos

bioldgicos.
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