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Resumo: O fungo Fusarium verticillioides causa grandes perdas de produtividade e qualidade de
graos, principalmente no milho. Dessa maneira, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial
antagonico in vitro de cepas de Bacillus spp. no controle do Fusarium verticillioides. O experimento
foi conduzido em laboratorio em Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC) com 11
tratamentos (dez cepas Bacillus spp. e um Controle) e seis repeti¢des. Foi utilizada a técnica de
culturas pareadas, adicionando-se em placas de Petri um disco contendo o micélio fitopatogeno
e do lado oposto a bactéria. As placas foram incubadas em BOD a 25° C. Apoés 15 dias, foram
avaliados o crescimento micelial e a zona de inibi¢cao. Os dados foram submetidos ao teste de
Tukey, em que se verificou diferenca estatistica de oito cepas de bactérias em relagao ao controle.
Concluiu-se que as oito cepas das bactérias possuem potencial antagonico no controle in vitro de
F. verticillioides.
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Abstract: The fungus Fusarium verticillioides causes significant losses in grain productivity and
quality, especially in corn. Thus, the objective of this study was to evaluate the in vitro
antagonistic potential of Bacillus spp. strains in controlling Fusarium verticillioides. The experiment
was conducted in the laboratory in a Completely Randomized Design (CRD) with 11 treatments
(ten Bacillus spp. strains and one Control) and six replications. The paired cultures technique was
used, adding a disk containing the phytopathogenic mycelium to Petri dishes and the bacteria on
the opposite side. The plates were incubated in a BOD at 25°C. After 15 days, mycelial growth
and the inhibition zone were evaluated. The data were subjected to Tukey's test, which showed
a statistical difference for eight bacterial strains compared to the control. It was concluded that
the eight bacterial strains have antagonistic potential in the in vitro control of F. verticillioides.
Keywords: bacteria; biocontrol; phytopathogen; in vitro.

1 INTRODUCAO

Os fungos do género Fusarium sao responsaveis por elevadas perdas produtivas
em culturas agricolas devido a sua diversidade, a ampla distribuigdo, a variedade de
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hospedeiros e aos eficientes mecanismos de disseminagao (Farias, 2020). Entre as
principais espécies desse género, encontra-se o Fusarium verticillioides (sinonimo, F.
moniliforme), que esta intimamente associado com o milho e suas regides produtoras.
Esse fungo provoca podriddoes de colmo e espiga, causando grandes perdas de
produtividade e qualidade de graos. Além disso, pode produzir micotoxinas com efeitos
toxicos para animais e humanos (Porto, 2018).

O método de controle predominantemente usado para suprimir esse patdgeno
¢ a aplicagao de produtos quimicos. Entretanto, a eficiéncia desse manejo tem
apresentado reducao devido ao uso intensivo e indiscriminado que seleciona variantes
de fitopatogenos resistentes e elimina microrganismos benéficos presentes no solo.
Ademais, acarreta efeitos negativos ao meio ambiente e aumento do custo de produgao
para o agricultor (Alves, et al. 2013).

Diante disso, técnicas alternativas para controle e manejo desse fungo estao
sendo consideradas para que os problemas advindos do uso excessivo e incorreto de
quimicos sejam sanados. Uma dessas técnicas € o uso de controle biologico, que consiste
na redugao do indculo ou das atividades da doenga por um microrganismo com
potencial antagonista. Os mecanismos de agao dos antagonistas normalmente
envolvidos no controle bioldgico sao a antibiose, parasitismo, hiperparasitismo e
micoparasitismo, competicao e indugao de resisténcia. (Farias, 2020).

As bactérias do género Bacillus tém grande facilidade de colonizagao e
multiplicacdo no solo, onde conseguem atuar como antagonistas a fitopatégenos (Carrer
Filho, Dianese, Cunha, 2015). Nesse sentido, destacam-se principalmente, devido ao fato
de apresentarem estruturas de resisténcias e de exibirem uma multiplicidade de
mecanismos antagonicos (Carrer Filho, 2014).

Desse modo, esses procariotos sdao considerados importantes agentes de
biocontrole, porque apresentam baixo custo e nenhuma agressividade ao ecossistema
(Silva et al. 2004). Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial
antagonico in vitro de cepas de Bacillus spp. no controle do Fusarium verticillioides.

2 METODOLOGIA

O experimento foi realizado no més de janeiro de 2024, no Laboratdrio de
Fitopatologia e Microbiologia, no Bloco H, do Centro Universitario de Patos de Minas —
MG (UNIPAM).

2.1 OBTENCAO E ISOLAMENTO DAS CEPAS DE Bacillus spp. E DO Fusarium
verticillioides

As cepas de Bacillus spp. utilizadas foram extraidas do solo em diferentes locais
na regiao do Alto Paranaiba (MG), utilizando a metodologia descrita no protocolo World
Health Organizations (WHO, 1985). Nesse método, cada amostra de 1 g de solo foi
homogeneizada em 5 mL de solugdo salina (0,8 g NaCl/L) e levada a agitagdao a 80 rpm
por um periodo de 12 horas. Apds isso, uma aliquota de 1 mL foi transferida para tubos
tipo “eppendorf” e colocado em banho-maria a temperatura de 65° C durante 30
minutos. Realizou-se um choque térmico em gelo; em seguida, plaqueou-se uma
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aliquota de 200 ul em placa de Petri contendo meio Luria-Bertani (LB). Posteriormente,
o material foi incubado em estufa bacterioldgica a 30° C, por 48 h.

O isolado do fungo Fusarium verticillioides foi obtido de multiplicagao propria
do Laboratdrio de Fitopatologia e Microbiologia do UNIPAM. O fungo foi repicado em
placa de Petri com meio Batata Dextrose Agar (BDA) para purificar e para evitar
possiveis contaminagoes.

2.2 PREPARO DO MEIO DE CULTURA AGAR NUTRIENTE (AN) + BATATA
DEXTROSE AGAR (BDA)

O meio de cultura utilizado para a montagem do experimento foi o Agar
Nutriente (AN) mais o meio Batata Dextrose Agar (BDA). Sendo assim, para o preparo
de um litro de meio de cultura, foram utilizados 1000 mL de 4gua destilada, 2,5g de
peptona, 1,5g de extrato de carne, 4g de cloreto de sddio, 19,5g de BDA e 12,5g de agar.
ApoOs a pesagem, os produtos foram transferidos para o Erlenmeyer juntamente com
agua. Em seguida, com auxilio de um bastao de vidro, foi misturado até a dissolugao.
Posteriormente, o Erlenmeyer foi vedado e levado para autoclave por 30 minutos a uma
temperatura de 120°C (Mello et al., 2011). Além disso, as placas de Petri com dimensdes
de 90x15mm e volume de 30 mL cada uma também foram autoclavadas para
esterilizagao.

Apds a autoclavagem dos materiais, o0 meio de cultura foi transferido para
placas de Petri dentro da camara de fluxo. Posteriormente, utilizou-se a luz germicida
UV durante 20 minutos para evitar contaminagao. Em seguida, com o meio de cultura
solidificado, as placas foram fechadas e vedadas com plastico filme.

2.3 ANALISE ANTAGONISTA DE Bacillus spp. E Fusarium verticillioides

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado (DIC) com
11 tratamentos e 6 repeti¢oes, considerando-se cada placa uma unidade experimental
(Tabela 1). Para analise de antagonismo foram avaliados dez isolados de Bacillus spp. e
um tratamento controle.

Tabela 1 - Descricao dos tratamentos utilizados no ensaio intitulado “Efeito antagonista
de Bacillus spp. sobre o fungo Fusarium verticillioides”. Patos de Minas — MG, 2024

Tratamentos Produtos
T1 cepa Bacillus spp. 1
T2 cepa Bacillus spp. 2
T3 cepa Bacillus spp. 3
T4 cepa Bacillus spp. 4
T5 cepa Bacillus spp. 5
T6 cepa Bacillus spp. 6
17 cepa Bacillus spp. 7
T8 cepa Bacillus spp. 8
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T9 cepa Bacillus spp. 9
T10 cepa Bacillus spp. 10
T11 Controle

Fonte: dados da pesquisa, 2023.

Para o teste, foi utilizada a técnica de culturas pareadas, em que foi adicionado,
em placas de Petri contendo meio AN + BDA, um disco de 0,8 cm de didmetro, contendo
micélios do fitopatdgeno posicionados a 1,0 cm da borda da placa. Posteriormente, o
isolado bacteriano foi inoculado por uma estria reta, com o auxilio de uma al¢a de
platina, do lado oposto da placa e a uma distancia de 1,0 cm da borda.

O controle consistiu em depositar um disco contendo micélio do fungo de 0,8
cm de diametro a 1,0 cm de distancia da borda da placa, sem a semeadura da bactéria.
Apds a implantagdo do experimento, as placas foram transferidas para a incubadora
BOD e mantidas a 25° C,por 15 dias. Todos os procedimentos foram realizados em
condigOes assépticas, em camara de fluxo laminar.

2.4 AVALIACAO E ANALISE ESTATISTICA

Ap0s 15 dias de incubagao, foi realizada a avaliagao do crescimento micelial a
partir da mensuragao do diametro da colonia do fitopatégeno, com o auxilio de um
paquimetro. Além disso, foi calculada a zona de inibigao (ZI) de cada microrganismo
com metodologia descrita por Campanile et al. (2007), utilizando a seguinte expressao:
ZI (%) = (N1-N2/N1) x 100, sendo: (ZI)% = percentagem da zona de crescimento; N1=
raio do micélio encontrado na auséncia do antagonista; N2=raio do micélio na presenga
do antagonista.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA, Teste F a
5% de probabilidade), e os tratamentos comparados por meio do teste de Tukey, a 5%
de probabilidade com auxilio do software estatistico SISVAR (Ferreira, 2010).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com a Tabela 2, observou-se que a cepa Bacillus spp. 4 apresentou
porcentagem de inibi¢cao de aproximadamente 65% e crescimento micelial de 2,7 cm. As
cepas Bacillus spp. 9, 7 e 8 foram semelhantes estatisticamente e apresentaram inibi¢ao
do fungo de 45,4%, 57,5% e 59,8%, respectivamente, e o crescimento micelial ndo
ultrapassou 4,3 cm.

Nota-se que as cepas Bacillus spp. 2, 3, 6 e 5 apresentaram porcentagem de
inibicao entre 42% e 44% e o crescimento micelial do F. verticillioides de 4,4 cm a 4,3 cm e
nao evidenciaram diferenca estatistica entre si. Ja as cepas Bacillus spp. 10 e 11 ndo
apresentaram inibi¢do contra o fitopatégeno e nao mostraram diferencas significativas
quando comparados com o controle.
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Tabela 2 — Zona de inibicdo (%) e crescimento micelial (cm) do fungo Fusarium
verticillioides em teste de culturas pareadas com 10 cepas de Bacillus spp. visando ao
biocontrole. Patos de Minas-MG, 2024.

Tratamento Zona de inibicao (%) Crescimento Micelial (cm) *
cepa Bacillus spp. 4 64,764 2,766 a
cepa Bacillus spp. 9 59,873 3,150 a b
cepa Bacillus spp. 7 57,541 3,333 a b
cepa Bacillus spp. 8 45,439 4,283 a b
cepa Bacillus spp. 2 44,803 4,333 b
cepa Bacillus spp. 3 43,312 4,450 b
cepa Bacillus spp. 6 42,892 4,483 b
cepa Bacillus spp. 5 42,892 4,483 b
cepa Bacillus spp. 11 10,191 7,050 C
cepa Bacillus spp. 10 2,981 7,616 C
Controle 0,000 7,850 C

*Média de seis repeticdes, seguidas pela mesma letra, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
Fonte: dados da pesquisa, 2023.

Segundo Brzezinska & Jankiewiez (2012), a porcentagem de inibi¢do do
crescimento micelial se enquadra em quatro critérios: sem inibi¢ao (0 — 20%), inibi¢ao
moderada (21-30%), inibicao forte (31-50%) e inibi¢ao muito forte (> 50%). Dessa
maneira, no presente estudo, as cepas 10 e 11 nao apresentaram inibicao do crescimento
micelial e as demais cepas demonstraram uma inibi¢ao que variou de forte a muito forte.

No estudo de Alves et al. (2013), em que foi avaliada a atividade antagonista de
isolados de bactérias contra F. verticillioides, os maiores indices de inibi¢ao das bactérias
B.1433, B.01 e B.BAC expressaram 53,10%, 52,50% e 50,00% de inibicao, respectivamente.
Dessa forma, os autores demonstraram que nas avaliagdes nao se apresentou inibigao
muito forte, mas apenas forte, diferentemente do que ocorreu no presente trabalho.

Baard et al. 2023 avaliaram o potencial de biocontrole de Bacillus subtilis e
Bacillus tequilensis contra quatro espécies de Fusarium, constatando-se que o F.
verticillioides foi significativamente inibido por todos os isolados bacterianos apds 12
dias. Tais resultados distinguem-se do que aconteceu no presente estudo, em que duas
das dez cepas nao apresentaram potencial de inibi¢ao significativo apds 15 dias da
montagem do experimento.

Em trabalho semelhante, avaliando o potencial de Bacillus spp. controlar F.
verticillioides, Ferreira et al. (2021) observaram que a inibi¢do do crescimento micelial e
da germinacdo de conidios do patdgeno esta relacionada a produgdo de metabdlitos,
como os lipopeptideos. Ademais, de acordo com Konde (1984), o antagonismo também
pode ocorrer pela produgao de bacteriocinas, bem como pela competi¢ao por elementos
essenciais ao desenvolvimento do fitopatégeno in vitro. Dessa forma, tais trabalhos
corroboram a explicacao da inibicao do fitopatégeno no presente estudo, em que é
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notério o antagonismo das bactérias, que pode ter ocorrido principalmente pela
producao de metabdlitos e bacteriocinas.

4 CONCLUSAO

Concluiu-se que as cepas Bacillus spp. 4, 9, 7, 8, 2, 3, 6, 5 possuem potencial
antagonico no controle in vitro de Fusarium verticillioides.
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