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Resumo

As bactérias pertencentes ao género Bacillus sp. tém alto potencial para o controle bioldgico de fungos
fitopatogénicos. Portanto, na presente pesquisa nos propusemos avaliar a capacidade antag6nica de isolados de
Bacillus sp. contra o fungo fitopatogénico Sclerotium sp. Os testes foram realizados utilizando dois métodos (dual e
dual modificado), assim como cinco isolados de Bacillus sp. (LBMO01, LBM02, LBMO03, LBM04 e LBMO06). As
avaliacBes do crescimento micelial foram realizadas no meio de cultura BDA. Todos os experimentos foram
realizados em triplicata e as placas foram incubadas sob fotoperiodo de 12 h a 28+1 °C durante 7 dias. O crescimento
radial dos patogenos foi medido nos intervalos de 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas. A porcentagem de inibic&o foi
calculada através da equacdo: 1% = [(C-T)/C]x100. Todos os isolados de Bacillus sp. testados foram capazes de inibir
o crescimento micelial do Sclerotium sp. em até 72 h, enquanto os isolados LBMO01, LBMO03 e LBMO06 foram capazes
de manter a inibi¢do durante 168 h. O isolado LBMO06 revelou a maior porcentagem de inibicdo em todos os dois
métodos de cultura utilizados.

Palavras-chave: Biocontrole; Fungo fitopatogénico; Bactéria da rizosfera.

Abstract

Bacteria from the genus Bacillus sp. have a high potential for the biological control of phytopathogenic fungi.
Therefore, in the present research we proposed to evaluate the antagonistic capacity of Bacillus sp. isolates against the
phytopathogenic fungus Sclerotium sp. The tests were performed using two methods (dual and modified dual), also
using five Bacillus sp. isolates (LBMO01, LBM02, LBMO03, LBM04 and LBMO06). Mycelial growth evaluations were
performed on BDA culture medium. All experiments were performed in triplicate and the plates were incubated under
a 12 h photoperiod at 28+1 °C for 7 days. Radial growth of the pathogens was measured at the intervals of 24, 48, 72,
96, 120, 144 and 168 h. The percentage of inhibition was calculated using the equation: 1% = [(C-T)/C]x100. All
Bacillus sp. isolates tested were able to inhibit the mycelial growth of Sclerotium sp. within 72 h, while isolates
LBMO1, LBMO3 and LBMO06 were able to maintain inhibition for 168 h. The isolate LBMO06 showed the highest
percentage of inhibition in all two culture methods used.

Keywords: Biocontrol; Phytopathogenic fungus, Rhizosphere bacteria.

Resumen

Las bacterias pertenecientes al género Bacillus sp. tienen un alto potencial para el control biolégico de hongos
fitopatdgenos. Por lo tanto, en la presente investigacion nos propusimos evaluar la capacidad antagonica de los
aislados de Bacillus sp. contra el hongo fitopatdgeno Sclerotium sp. Las pruebas se realizaron utilizando dos métodos
(dual y dual modificado), asi como cinco aislados de Bacillus sp. (LBMO01, LBM02, LBM03, LBM04 y LBMO06). Las
evaluaciones del crecimiento micelial se realizaron en medio de cultivo BDA. Todos los experimentos se realizaron
por triplicado y las placas se incubaron bajo un fotoperiodo de 12 h a 28+1 °C durante 7 dias. El crecimiento radial de
los patdgenos se midid a intervalos de 24, 48, 72, 96, 120, 144 y 168 horas. El porcentaje de inhibicion se calculd
mediante la ecuacion: 1% = [(C-T)/C]x100. Todos los aislados de Bacillus sp. probados fueron capaces de inhibir el
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crecimiento micelial de Sclerotium sp. en 72 h, mientras que los aislados LBMO01, LBM03 y LBMO06 fueron capaces
de mantener la inhibicion durante 168 h. El aislado LBMO06 mostré el mayor porcentaje de inhibicion en todos los dos
métodos de cultivo utilizados.

Palabras clave: Biocontrol; Hongo fitopatdgeno; Bacterias de la rizosfera.

1. Introducéo

A producdo de alimentos é afetada por bactérias, fungos e virus fitopatdgenos, provocando perdas de 25 e 30% na
producdo anual (Wu et al., 2015). As doengas das raizes ocasionadas por fungos figuram como as principais causas de reducao
da produtividade das culturas por sua natureza continua e devastadora. Os principais géneros incluem Cylindrocladium,
Fusarium, Macrophomina, Rhizoctonia, Sclerotinia, Sclerotium, Thielaviopsis e Verticillium (Lopes & Michereff, 2018). A
fim de controlar o prejuizo, sdo utilizados produtos quimicos eficazes, porém prejudicais para 0 meio ambiente e alguns
organismos vivos (Villarreal-Delgado et al., 2018).

Microrganismos como bactérias tém a capacidade de produzir compostos antimicrobianos que ajudam a competir por
nutrientes e espago em um determinado habitat, os mesmos podem ser utilizados como bioinoculantes no controle de
fitopatdgenos, sendo uma estratégia de controle mais barata que a utilizagdo de produtos quimicos, além de ter efeitos positivos
ao promover o crescimento de plantas (Rahman et al., 2018; Cesa-Luna et al., 2020). Os géneros bacterianos mais estudados
capazes de produzir estas substancias inibitérias sdo Enterococcus, Lactococcus, Streptomyces, Bacillus, Pseudomonas,
Klebsiella, Escherichia e Burkholderia (Cesa-Luna et al., 2020).

As bactérias do género Bacillus sdo produtores de uma ampla gama de compostos antagdnicos, tendo um amplo
espectro contra bactérias, fungos e virus fitopatogénicos. Estas bactérias provenientes da rizosfera do solo, também beneficia a
planta ao promover seu crescimento, facilitar a absorcéo e utilizacdo de nutrientes minerais e reduzir a ocorréncia de doencgas
(Fira et al., 2018). A acdo de biocontrole realizada pelo Bacillus sp. envolve dois mecanismos, um direto, ao produzir
moléculas com propriedades antimicrobianas (surfactina, iturina e fengicina) e outro indireto, ativando a resisténcia sistémica
induzida (Melo et al., 2021).

Atividade antagbnica de cepas de Bacillus sp. contra alguns fungos fitopatogénicos tem sido avaliada em algumas
culturas como soja (Montino, 2021), ginseng (Durairaj et al., 2018) e amendoim (Xu et al., 2019), mostrando sua eficiéncia no
biocontrole. Também espécies de Bacillus apresentarem um alto potencial para o controle de algumas espécies do género
Sclerotium como S. rolfsii (Chen et al., 2019; Ferreira et al., 2019; Xu et al., 2019), S. cepivorum (Pereira, 2021) e S.
sclerotiorum (Sabaté, 2018). O controle biol6gico e 0 uso de promotoras de crescimento de plantas no futuro se tornardo uma
demanda da agricultura (Fira et al., 2018). Portanto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antag6nica in

vitro de diferentes cepas de Bacillus sp. ao fungo fitopatogénico Sclerotium sp.

2. Metodologia

O experimento foi conduzido no laboratério de Biologia Molecular da Universidade Federal de Tocantins, campus
Gurupi. O fungo fitopatogénico utilizado foi Sclerotium sp. procedente da Micoteca do laboratério de Fitopatologia da
Universidade Federal de Tocantins, campus Gurupi. As bactérias utilizadas no experimento sdo parte da Colecdo de Bacillus
sp. (LBMO1, LBMO02, LBMO03, LBM04 e LBMO06) do laboratério de Biologia Molecular da Universidade Federal de
Tocantins, campus Gurupi, provenientes de solos rizosféricos.

Para o inicio do experimento, in vitro, o fungo Sclerotium sp. foi replicado em meio BDA (Batata-Dextrose-Agar) e
os cinco isolados de Bacillus sp. em meio LBA (Luria-Bertani-Agar), sob fotoperiodo 12 h a temperatura de 28+1 °C, por 3
dias. A capacidade dos isolados de inibir o crescimento de patégenos vegetais fungicos (Sclerotium sp.) foi determinada em

placas Petri de 90 mm com meio BDA (Batata-Dextrose-Agar).
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O primeiro método utilizado para fazer o confronto foi de dual. Para tal, um disco de agar (5 mm) foi cortado de uma
placa com crescimento ativo de Sclerotium sp. e colocado num lado da placa Petri. As bactérias foram inoculadas com uma
alca oposta ao disco fungico em cada placa (Rangeshwaran & Prasad, 2000). A técnica de dual modificada foi utilizada como
segundo método. Nesse método, um disco micelial (5 mm) do fungo foi inoculado no centro da placa Petri e o isolado
bacteriano foi semeado na placa a 3 cm do centro em quatro lados (Kumari et al., 2021).

As placas inoculadas com fitopatdégeno e sem bactérias foram utilizadas como controle. Todos os experimentos foram
realizados em triplicatas e as placas foram incubadas sob fotoperiodo de 12 h a 28+1 °C durante 7 dias. O crescimento radial
dos patdgenos foi medido nos intervalos de 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas; a porcentagem de inibicdo foi calculada pela
seguinte equacdo (Riungu et al., 2008): 1% = [(C-T)/C]x100, onde I% = percentagem de inibicdo do crescimento micelial,
¢ = crescimento radial do fungo na placa controle (mm) e T = crescimento radial do fungo na placa inoculada com bactérias
(mm). Os tratamentos onde ndo obtiveram inibig&o de crescimento receberam valor igual a zero.

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e as médias foram comparadas pelo teste DGC a p=0,05 usando
o software InfoStat versdo 2018, e apresentados num box-plot com a media e o erro padrdo da média calculados utilizando-se o

software GraphPad Prisma verséo 9.

3. Resultados e Discusséo

No presente experimento, o efeito antag6nico dos cinco isolados de Bacillus sp. foi avaliado por dois métodos (dual e
dual modificado) contra o fungo fitopatogénico Sclerotium sp., e observa-se que o fungo fitopatogénico cobriu mais do 50% da
area das placas Petri de 90 mm de didmetro dentro de 48 h na placa controle e conseguiu cobrir a area completa no intervalor
de72 h. Na triagem realizada pelo método dual, apds 72 h se observa uma inibigéo de 24,4%, 26,2%, 26,7%, 31,1% e 33,9%,
para os isolados LBMO04, LBM03, LBMO01, LBMO06 e LBMO02, respectivamente. Enquanto, utilizando o método dual
modificado observa-se uma inibicdo de 30,9%, 49,4%, 50,0%, 54,3% e 55,0%, para os isolados LBM02, LBMO03, LBMO04,
LBMO1 e LBMO6, respectivamente (Figura 1).
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Figura 1. Interacdo in vitro entre isolados bacterianos e Sclerotium sp. na placa de meio BDA 72 horas ap6s a incubagao a 28
°C. A) Método dual, B) Método dual modificado. a: Controle; b: LBMO01; c: LBMO02; d: LBMO03; e: LBM 04; e f: LBMO06

Fonte: Autores.

Além de analisar a porcentagem de inibigdo comparando os dois métodos utilizados, quando empregamos diferentes
espécies do género Bacillus a capacidade de inibicdo vai diferir entre eles devido a seu comportamento e a producdo de
compostos antimicrobianos. Para os isolados de B. subtilis (LCB30) e Bacillus sp. (INV) a capacidade de inibicdo do
crescimento micelial do fungo S. rolfsii permite reduzir a col6nia flngica em 53,7% e 29,2%, respectivamente; enquanto 0s
isolados B. subtilis (LCB45) e Bacillus sp. (BMH), apresentam menor capacidade de inibicdo de 13,5% e 21,5%,
respectivamente, além de ndo diferir estatisticamente do controle (Ferreira de Sa et al., 2019)

Durante o tempo de avaliacdo da capacidade de inibicdo dos isolados de Bacillus sp., o efeito antagénico dos isolados
bacterianos no método dual modificada mostra porcentagens de inibicdo maiores do que o método dual. Algo semelhante
ocorre com Kumari et al., (2021), onde o potencial antagénico estimado para todos os isolados bacterianos pelos diferentes
métodos utilizados ¢ diferente. Além disso, os isolados bacterianos de 24 h as 72 h exibem uma porcentagem crescente de
inibicdo, depois das 72 h as bactérias sdo incapazes de manter a inibi¢do do fungo, sendo mais eficientes as 72 e 96 h apoés a
incubagdo (Figura 2).
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Figura 2. Atividade antifngica de isolados bacterianos (LBMO01, LBM02, LBMO03, LBM04 e LBMO06). A) Método dual e B)
Meétodo dual modificado contra Sclerotium sp. (valores séo expressos como média + SD).
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Fonte: Autores.

Tanto no método dual como no método dual modificado, o isolado LBMO06 apresenta maior porcentagem de inibigdo
entre os outros isolados e consegue manter essa inibicdo até o final do experimento (168 h) de 14,3% e 44,3%,
respectivamente. No método dual modificado os isolados LBMO01 e LBMO3 apresentam altas porcentagens de inibigdo até o
final do experimento (168 h) de 42,3% e 38,2%, respectivamente (Figuras 2 e 3).

E importante reconhecer a capacidade de inibicdo de bactérias do género Bacillus, isolados de Bacillus sp. (B19 e
P12) e B. amyloliquefaciens (B14) mostrarem uma capacidade de inibig¢do fungica entre 60 e 100% contra isolados de S.
sclerotiorum (Sabaté, 2018). Também uma cepa de Bacillus velezensis (LHSB1), se apresenta como com 93-98% de inibicao
do crescimento radial das hifas de S. rolfsii, além de exibir atividade antag6nica contra outros seis fungos patogénicos do
amendoim (Chen et al., 2019). Em testes em campo, um isolado da rizosfera do amendoim, Bacillus pumilus (LX11), mostrou
atividades antimicrobianas significativas contra o S. rolfsii, alcangando mais de 65% (Xu et al., 2019).
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Figura 3. Interacdo in vitro entre isolados bacterianos e Sclerotium sp. na placa de meio BDA (batata-dextrose-agar) ao 168
horas apés a incubagéo a 28 °C com método dual modificado. a: Controle; b: LBMO01; c: LBMO03; e d: LBMOS.

Fonte: Autores.

Ao final do experimento dos cinco isolados de Bacillus sp. avaliados por dois métodos contra o fungo fitopatogénico
Sclerotium sp., sé alguns conseguiram manter o efeito de inibicéo as 168 h de incubagdo. A importancia de utilizar as bactérias
do género Bacillus reside no potencial de atividade antifungica que as mesmas apresentam e em sua capacidade de produzir
sustancias promotoras do desenvolvimento vegetal (Ocegueda-Reyes et al., 2020). Atualmente tem muitas pesquisas
relacionadas a capacidade antagdnica do género Bacillus, como Gholami et al. (2013), que relataram a atividade antagdnica
das bactérias enddfitas B. subtilis subsp. subtilis e B. subtilis subsp. spizizenii maior que 60% contra S. rolfsii. Também,
Kumari et al. (2021), onde demostraram que cada cepa de Bacillus que avaliaram tinha sua capacidade antagdnica
caracteristica contra o patégeno Sclerotium rolfsii, e consideraram utilizar as cepas de forma individual ou em combinacéo

para a obtencéo de um produto com melhor eficiéncia.

4. Concluséao

Nas condi¢fes em que o estudo foi realizado, todos os isolados de Bacillus sp. demostrarem ter capacidade de inibicéo
fangica ao reduzir o crescimento micelial de Sclerotium sp. em até 72 h, enquanto os isolados LBMO01, LBMO03 e LBMO06
conseguiram manter a inibigdo até 168 h. O isolado LBMO06 se apresentou como a maior percentagem de inibicdo nos métodos
dual e dual modificado apds 168 h. Portanto, estes isolados podem ser utilizados para como agente de biocontrole eficazes

contra a Sclerotium sp. e outros fungos fitopatogénicos.
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