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RESUMO

A antracnose, causada pelo fitopatogeno Colletotrichum gloeosporioides, ¢ uma das doengas
de maior relevancia econdmica na agricultura, impactando negativamente a eficiéncia
produtiva. Embora o controle quimico seja amplamente utilizado devido a sua acdo rapida e
eficacia, ele estd associado a problemas como o desenvolvimento de cepas resistentes e
impactos ambientais e sociais adversos. Nesse contexto, o controle bioldgico surge como uma
alternativa promissora, oferecendo eficiéncia alinhada a sustentabilidade. As bactérias do
género Bacillus spp. t€m sido extensivamente estudadas por sua capacidade de suprimir
fitopatdgenos. O presente estudo teve como objetivo avaliar a eficiéncia de Bacillus subtilis,
Bacillus pumilus e Bacillus velezensis no controle bioldgico de C. gloeosporioides. Foram
realizados testes de antagonismo por pareamento direto e agdo de metabolitos volateis, com
confrontos em dois tempos: na fase 0, as bactérias e o fitopatogeno foram inoculados
simultaneamente, enquanto na fase 24, as bactérias foram inoculadas 24 horas antes do
fitopatogeno. Os diametros e raios das colonias foram medidos para calcular as taxas de
inibi¢do. Os resultados revelaram uma interacdo significativa entre as espécies bacterianas e o
momento de aplicagdo, inibi¢do de até 86,78% no pareamento direto e 26,38% para os
metabolitos volateis. Esses dados permitem corroborar o elevado potencial biotecnoldgico
das bactérias do género Bacillus spp. no controle de C. gloeosporioides e ressalta a
importancia de uma escolha criteriosa da cepa bacteriana ¢ do momento adequado de

aplicagdo.

PALAVRAS-CHAVE: Antracnose; Bacillus spp.;controle bioldgico; metabolitos volateis.



ABSTRACT

Anthracnose, caused by the phytopathogen Colletotrichum gloeosporioides, is one of the
most economically significant diseases in agriculture, negatively impacting productive
efficiency. Although chemical control is widely used due to its rapid efficacy, it is associated
with issues such as the development of resistant strains and adverse environmental and social
impacts. In this context, biological control emerges as a promising alternative, offering
efficiency aligned with sustainability. Bacteria of the genus Bacillus spp. have been
extensively studied for their ability to suppress phytopathogens. The present study aimed to
evaluate the efficiency of Bacillus subtilis, Bacillus pumilus, and Bacillus velezensis in the
biological control of C. gloeosporioides. Antagonism tests were conducted using direct
pairing and volatile metabolite action, with confrontations at two time points: at phase 0, the
bacteria and the pathogen were inoculated simultaneously, while at phase 24, the bacteria
were inoculated 24 hours prior to the pathogen. Colony diameters and radii were measured to
calculate inhibition rates. The results revealed a significant interaction between bacterial
species and the application timing, with inhibition rates of up to 86.78% in direct pairing and
26.38% for volatile metabolites. These findings highlight the high biotechnological potential
of Bacillus spp. in controlling C. gloeosporioides, emphasizing the importance of carefully
selecting the bacterial strain and the appropriate application timing to maximize biological

control efficiency.

Keywords: Anthracnose;Bacillus spp.; biological control; volatile metabolites.
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1. INTRODUCAO

O aumento populacional, juntamente com a diminui¢do das areas agricultaveis, tem
exigido cada vez mais uma agricultura com alta eficiéncia em termos de produtividade. Para
isso, diversas variaveis devem ser levadas em consideragdo, como as condigoes
edafoclimaticas, adubagdo, tratos culturais, variedades do cultivo, além do manejo das pragas
e doengas. Entre essas variaveis, as doengas vém ocasionando sérios prejuizos as producdes
agricolas e, consequentemente, resultando em perdas econdmicas significativas,
estimando-se que cerca de 30% da producdo agricola mundial sofre com problemas
fitossanitarios. Reconhecendo a urgéncia dessa problematica, surge a necessidade de
desenvolver estratégias que mitiguem os efeitos dos problemas fitopatologicos, visando
alcancar a melhor eficiéncia produtiva.

Entre as diversas doencas, a antracnose ¢ considerada uma das mais relevantes,
ocasionando danos desde a floragdo até a fase de pos-colheita. Causada por um complexo de
espécies do género Colletotrichum, como C. gloeosporioides, C. acutatum, C. fructicola, C.
truncatum e C. siamensis. Essa doenga ¢ tipica de regides tropicais, sendo favorecida em
condi¢cdes de elevada temperatura e alta umidade. Ela atinge diversas culturas agricolas,
como mamao, maracuja, citros, manga, soja, feijdo, dentre outras. Nas plantas infectadas,
com o auxilio de estruturas especializadas e a a¢do de enzimas, Colletotrichum spp. invade o
tecido vegetal dos hospedeiros, comprometendo os processos fisiologicos. Os sintomas
incluem manchas necréticas nos tecidos, queda prematura de flores, folhas e frutos, além do
apodrecimento dos frutos na fase de pos-colheita.

Visando mitigar os efeitos do Colletotrichum spp., o controle quimico comumente ¢
empregado, através da aplicacdo de fungicidas sistémicos ou de contato, atuando na
interrupcao do ciclo de vida do fitopatdogeno e na prevencao de novas infec¢des. A aplicagao
desses produtos proporciona uma protecdo rapida e eficaz, quando aplicados corretamente.
No entanto, a utilizagdo excessiva ocasiona implicagdes significativas, principalmente no
desenvolvimento de resisténcia do fitopatdogeno, limitando a eficacia do controle quimico e,
consequentemente, no manejo da doenca. Os aspectos ambientais também devem ser
considerados, uma vez que as contaminagdes desses produtos podem prejudicar a homeostase
do agroecossistema. Além disso, os aspectos sociais também sdo relevantes, j& que os
trabalhadores que manuseiam esses produtos podem sofrer consequéncias severas em sua

saude.



Nesse contexto, o controle bioldgico vem ganhando protagonismo no manejo de
doencas, unindo eficiéncia na supressdo do fitopatogeno e sustentabilidade. Essa abordagem
utiliza agentes de biocontrole, como fungos, bactérias e leveduras, que atuam por meio de
diversos mecanismos para inibir a atividade do fitopatégeno. Entre esses mecanismos,
destacam-se a competicdo por nutrientes e espago, parasitismo, indugdo de resisténcia
sistémica e a agdo dos metabolitos secundarios. A identificagdo de microrganismos com
potencial para o controle bioldgico comeca com o processo de bioprospeccao, que envolve
testes de antagonismos entre fitopatogenos e cepas isoladas de diferentes ambientes, como
partes das plantas e da rizosfera. Diante dos seus beneficios, a aceitacao do controle biologico
tem aumentado, motivando investimentos em pesquisas que buscam entender os mecanismos
de acdo dos agentes de biocontrole em condigdes adversas.

Existem intimeros microrganismos consolidados como agentes de biocontrole, em
decorréncia da sua eficiéncia na supressao dos fitopatogenos. Dentre esses, as bactérias do
género Bacillus merecem destaque, principalmente pela sua capacidade em produzir
diferentes metabolitos secundarios que inibem agentes fitopatogénicos, como fungos do
género Colletotrichum. Além dos metabodlitos secundarios, essas bactérias possuem outros
mecanismos que aumentam a sua versatilidade no controle bioldgico, como producao
eficiente de biofilme, alta capacidade em competir por nutrientes e inducdo de resisténcia
sistémica. Junto desses beneficios, Bacillus spp. possuem crescimento rapido e sdo resilientes
a condicdes adversas, facilitando na formulagdo de produtos comerciais.

Com base nesses aspectos, o desenvolvimento de pesquisas cientificas torna-se
essencial na consolida¢do do controle bioldgico, contribuindo para o aumento na eficiéncia
da producdo agricola atrelada a sustentabilidade. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a eficiéncia das bactérias Bacillus subtilis, Bacillus pumilus e Bacillus velezensis no
controle biologico in vitro do fitopatdgeno Colletotrichum gloeosporioides, por meio de

métodos de pareamento direto e pela acdo dos metabdlitos secundarios volateis.

2. REFERENCIAL BIBLIOGRAFICO

2.1 Biologia e caracteristicas do fitopatégeno Colletotrichum gloeosporioides
O género Colletotrichum ¢ considerado um dos maiores desafios na agricultura,
ocupando a oitava posi¢do no grupo de fungos fitopatogénicos mais importantes do mundo
(Wang et al., 2020). O fungo pode ocasionar podriddes em centenas de hospedeiros de

importancia econdmica, principalmente em culturas tropicais e subtropicais (Rajaofera et al.,
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2019). De acordo com Dowling et al. (2020), apesar da sua importancia como fitopatégeno, o
género Colletotrichum. apresenta aspectos que aumentam a complexidade e dificuldade na
sua compreensdo, como diferenciacdes morfologicas limitadas entre as espécies e variagdes
na patogenicidade.

As espécies pertencentes ao género possuem a capacidade de serem hemibiotroficas,
envolvendo processos biomoleculares que regulam esse estilo de vida e que sdo estudados ha
muito tempo pela comunidade cientifica (Talhinhas; Baroncelli, 2021). Segundo Li et al.
(2024), os apressorios formados a partir dos conidios germinativos iniciam o processo de
infeccdo, através da penetracao das células epidérmicas. Nessa fase, também sao formadas
hifas primarias e produzidos metabdlitos secundarios que auxiliam na estabiliza¢do da fase
biotrofica. Por fim, surgem as hifas necrotroficas que levam a destrui¢do dos tecidos dos
hospedeiros por meio de enzimas e toxinas, sendo essa fase conhecida como necrotréfica.

A antracnose e as podridoes na fase de pos-colheita sdo as doencgas tipicas do
Colletotrichum spp., levando a perda no rendimento de diversas culturas de alto valor
agregado em varios lugares do mundo (Bhunjun et al., 2021). Essa habilidade em infectar
diferentes culturas ¢ reflexo da alta plasticidade genética do fitopatdogeno, que possui a
capacidade de se adaptar em diferentes condi¢des ambientais e fisioldgicas dos hospedeiros.
Em decorréncia desse aspecto, os avancos nos métodos moleculares para caracterizagdo e
identificacdo de espécies de fungos contribuiram significativamente na compreensdo da
diversidade de Colletotrichum spp. (Zapata et al., 2024).

Os sintomas caracteristicos do fitopatogeno podem apresentar variacdes de acordo
com os hospedeiros e as condigdes climaticas impostas, mas, em geral, os sintomas mais
visiveis sdo lesdes afundadas que variam entre marrom e preto, contendo massas conidiais na
superficie do tecido vegetal (Zakaria, 2021). Em casos severos, pode ocorrer a queda
prematura das flores e folhas, ocasionando perdas econdmicas significativas. Além disso, no
caso dos frutos, essas lesdes na superficie impactam tanto as caracteristicas organolépticas
quanto as estéticas, resultando em redugdo na valorag¢ao dos produtos.

Diante dos impactos negativos que Colletotrichum spp. causam na produtividade das
culturas, torna-se necessaria a implantagdo de métodos de controle eficazes. Historicamente,
os fungicidas tém sido amplamente utilizados para combater as doencas e garantir a
qualidade das lavouras. No entanto, o uso indiscriminado desses produtos levou ao
surgimento de problemas, como o desenvolvimento de cepas resistentes, diminuindo sua
eficiéncia. De acordo com Brauer et al. (2019), a pressao seletiva exercida sobre os fungos

pela exposi¢do excessiva aos fungicidas resulta na selecdo de uma ou mais cepas resistentes,
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permitindo que sobrevivam na presenga desses produtos. Além disso, os autores enfatizam
que essas cepas, visando garantir sua sobrevivéncia, tendem a apresentar ciclo de vida curto e
esporulacao abundante.

Com o objetivo de desenvolver métodos de controle que sejam eficazes contra o
fitopatdgeno e, a0 mesmo tempo, promovam a sustentabilidade e a saide humana, diversos
métodos vém ganhando protagonismo. Os estudos de Obianom e Romanazzi (2019),
destacam que a utilizagdo da quitosana reduziu significativamente a incidéncia de antracnose
em abacates inoculados com o Colletotrichum gloeosporioides. Ja Antonioli et al. (2020),
demonstrou a atividade antifingica in vitro do 6leo essencial do capim-limao no controle in
vitro do C. acutatum e C. gloeosporioides. Por fim, a utilizagao de controle bioldgico também
vem ganhando protagonismo no controle do Colletotrichum spp. através de diversos agentes
de controle, como Bacillus velezensis, Trichoderma asperellum e Staphylococcus sciuri

(Aljjani et al., 2019; Jin et al., 2020; Loc et al., 2020)..

2.2 importancia do controle biolégico

A acdo dos fitopatogenos na agricultura se constitui como uma ameaga significativa
na produtividade agricola, em decorréncia dos disturbios fisiolégicos que ocasionam nas
plantas, resultando em importantes impactos economicos € ambientais negativos (Bonaterra
et al., 2022). Além disso, a alta velocidade das mudancas climdticas podem agravar ainda
mais as consequéncias dessa realidade. De acordo com Silva et al. (2019), a alteracdo de
fatores abidticos, como temperatura, umidade, precipitacdo e radiagdo, influenciam de
maneira significativa no ciclo de vida do patégeno e, consequentemente, em sua viruléncia.

Visando controlar essas doencas, os fungicidas sdo frequentemente utilizados,
apresentando rapida agdo e alta eficiéncia no controle dos fitopatégenos. No entanto, ndo sao
consideradas alternativas sustentdveis em virtude dos elevados custos econdmicos e
ambientais (Morales-Cedefio et al., 2021). Zin e Badaluddin (2020), demonstraram que o
gerenciamento inadequado dos fungicidas ocasionam diversas consequéncias negativas,
como a exposi¢do e eliminacdo de organismos benéficos devido a alta toxicidade, bem como
a contamina¢ao do solo e de corpos d’agua. Entre essas consequéncias, destaca-se a indugdo
de resisténcia dos fitopatégenos as moléculas dos fungicidas, consequéncia da aplicacao
continua, o que torna ainda mais desafiador o controle das doengas (Guzman-Guzman et al.,
2023).

Em decorréncia desse cenario, o controle biologico vem ganhando protagonismo no

manejo das doencas, sendo utilizadas diversas espécies de bactérias, fungos, leveduras, virus
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e nematoides como agentes de biocontrole das doencas das culturas agricolas (Nu et al.,
2020). Bortoloti e Sampaio (2024) demonstraram que o Brasil, um dos maiores produtores e
consumidores de bioinsumos no mundo, durante a safra de 2022/2023 movimentou U$827
milhdes no pais, o que representa um aumento de 52% quando comparado ao ciclo de
producao anterior. Em virtude dos seus inumeros beneficios, a utilizacdo do controle
bioldgico na produgdo agricola tende a ser maximizado, exigindo esfor¢os adicionais no seu
aprimoramento, principalmente através do investimento no desenvolvimento de novos
conhecimentos cientificos.

Os beneficios atribuidos ao controle bioldgico sdo diversos, demonstrando ser uma
solucdo econdmica, ecoldgica e de longo prazo na prote¢do das culturas contra a agdo dos
fitopatogenos (Jaiswal et al., 2022). A adogao do controle bioldgico em um agroecossistema
viabiliza a reducdo das populagdes de fitopatdogenos sem o uso de fungicidas, promovendo,
assim, a homeostase e o aumento da biodiversidade. Nessa perspectiva, He et al. (2021)
ressaltam que o sucesso do controle bioldgico no agroecossistema promove a resiliéncia,
sendo esse um fator essencial para garantir a estabilidade da produc¢ao agricola.

Além dos beneficios ja mencionados, um dos principais aspectos do controle
biologico esta relacionado com a versatilidade dos agentes de biocontrole, que utilizam de
uma série de mecanismos para controlar eficientemente o fitopatégeno. Entre esses, os mais
conhecidos sdo o parasitismo, competi¢do por nutrientes e espaco, antibiose e indugdo de
resisténcia da planta contra as doencas (Tyagi ef al., 2024). Essa versatilidade ¢ fundamental
para o sucesso do controle bioldgico a longo prazo, uma vez que reduz as chances de um
fitopatdogeno se tornar resistente aos agentes biocontroladores. Isso ocorre porque, caso o
fitopatogeno adquira resisténcia a um determinado mecanismo, o agente biocontrolador ¢é
capaz de ativar outros mecanismos para efetuar o controle.

Atualmente, existem microrganismos consolidados no controle bioldgico das doengas,
sendo aplicados mundialmente nas producdes agricolas. Espécies de fungos do género
Trichoderma  destacam-se como um dos mais reconhecidos, apresentando
multifuncionalidades contra os fitopatogenos, como parasitismos, produ¢ao de metabolitos
secundarios, indug¢do de resisténcia nas plantas e alto desempenho na competi¢do por
recursos naturais (Limdolthamand et al., 2023). Outro género bem consolidado no controle
biologico ¢ o Bacillus, que possui a capacidade de produzir metabdlitos secundarios
antimicrobianos e induz ao aumento da resisténcia nas plantas contra os fitopatégenos (Tyagi

et al., 2024).
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2.3 Bioprospecciao de novos agentes de biocontrole

O controle biolégico de doengas de plantas baseia-se na utilizacdo de microrganismos
que inibam de maneira eficaz os fitopatogenos. Nesse contexto, a exploragcdo da diversidade
microbiana proporciona uma visdo abrangente do potencial biotecnologico dos
microrganismos, sendo uma etapa essencial para atingir o €xito na implantagao do controle
biologico (Fonseca et al., 2024) Esse processo ¢ conhecido como bioprospeccdo, sendo
definido como a busca por microrganismos que possuam habilidades biotecnolégicas novas
ou aprimoradas de interesse, como o controle de doengas e a solubilizacdo de minerais
(Tatau-nufiez et al., 2024). Esse processo pode ser realizado a partir de diversos materiais,
como partes das plantas, rochas e amostras de solo.

Nesse contexto, os microrganismos endofiticos vém ganhando destaque no processo
de bioprospec¢ao destinada ao controle biologico de doengas. De acordo com Fontana et al.
(2021), os microrganismos endofiticos sdo aqueles que habitam o interior dos tecidos
vegetais sem causar prejuizos aos hospedeiros, como também ndo desenvolvem estruturas
externas que sejam visiveis. Além disso, Ribeiro ef al. (2018) abordam em seus estudos que a
maioria das plantas estdo associadas a microrganismos endofiticos especificos, que
desempenham um papel importante na protecdo ¢ manutencdo das plantas. Destacando que
nessa estreita associagdo, os endofiticos desenvolveram diversos mecanismos especificos,
como a producdo de enzimas para penetrar os tecidos dos hospedeiros sem ocasionar danos.

Na selecao desses microrganismos, ¢ fundamental compreender as suas exigéncias
edafoclimaticas. Nesse sentido, compreende-se que a utilizacdo de microrganismos nativos
atende na melhor na inibicao do fitopatdgeno, além de reduzir as perturbagdes no microbiana
nativo (Akoijam; Joshi, 2023). Com base nisso, a realizacdo de bioprospecc¢ao personalizada
¢ essencial, uma vez que busca identificar os microrganismos que sejam nativos dos
agroecossistemas afetados. Dessa maneira, o agente biocontrolador ja sera adaptado as
condi¢des edafoclimaticas existentes, minimizando os riscos de interferéncias durante a sua
atuagdo no controle biologico da doenga.

Os métodos tradicionalmente utilizados para realizar a bioprospecg¢do sdo limitados, ja
que ndo conseguem expressar uma quantidade significativa de microrganismos quando
comparada a diversidade microbiana existente. Diante disso, o campo da genética surge como
um forte aliado nesse processo, ampliando as buscas por microrganismos com habilidades

biotecnoldgicas. Nos estudos de Lauritsen et al. (2021), ¢ possivel observar a utiliza¢ao da
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metagendmica como uma ferramenta promissora no processo de bioprospeccdo de diversas

espécies do género Pseudomonas. a partir de amostras de solo.

2.4 Aplicacoes dos metabdlitos secundarios no controle biolégico

O controle biologico exercido pelos agentes de biocontrole podem ser exercidos por
diversos mecanismos, sendo a acdo dos metabdlitos secundarios um dos mais relevantes. Os
metabolitos secundarios proporcionam vantagens competitivas as cepas produtoras, servindo
como armas bioldgicas contra os fitopatogenos (Kiesewalter et al., 2021). Além disso, os
metabolitos secundarios sintetizados pelos microrganismos, especialmente os endofiticos,
também podem contribuir no melhor desenvolvimento das plantas (Garcia-latorre et al.,
2024). Destacando que além dos agentes de biocontrole, os microrganismos fitopatogénicos
também tém a capacidade de sintetizar essas substincias, garantindo assim a sua
sobrevivéncia. Dessa maneira, durante o processo de bioprospec¢do, ¢ fundamental
identificar agentes de biocontrole que sintetizem compostos com efeitos inibitorios superiores
aos do fitopatdgeno.

Entre os principais microrganismos sintetizadores de metabolitos secundarios estdo as
bactérias Bacillus spp. € o os fungos Trichoderma spp., ambos com capacidade de inibir uma
ampla gama de fitopatégenos. No estudo de Su et al. (2024), foi demonstrado que os Bacillus
spp. produzem metabolitos secundarios que possuem papéis decisivos no antagonismo contra
bactérias e fungos fitopatogénicos, além de destacar que o sequenciamento do genoma
proporciona a identificacdo dos genes responsaveis pela sintese. Ja Oliveira et al. (2023)
evidenciou em seus experimentos o efeito antagonico do Trichoderma spp. contra o
nematoide Pratylenchus brachyurus, por meio da agdo dos metabolitos secundarios, como
terpenoides, pironas e esteroides.

O campo da genética, especialmente na identificacdo dos grupos responsaveis pela
sintese dos metabolitos secundarios, tem um papel essencial no rastreamento e analise de
microrganismos com atividade antimicrobiana contra os fitopatogenos (Le Han et al., 2022).
Junto a isso, as ferramentas de metagendmica também contribuem neste aspecto, permitindo
explorar a diversidade microbiana de diferentes ambientes e possibilitando a construgao de
um reservatorio de genes que estejam responsaveis pela codificacdo de metabdlitos
secundarios com atividades antimicrobianas. As ferramentas genéticas sdo fortes aliadas na
consolidacdo do controle bioldgico, possibilitando uma compreensdo mais profunda dos

mecanismos de antagonismo.
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Assim como a genética, a metabolomica também ¢ uma ferramenta essencial na
compreensdo dos metabolitos secundarios, permitindo a identificacdo e quantificacdo dos
compostos bioativos de interesse (Witte et al., 2021). De acordo com Nimbeshaho et al.
(2024), a combinacdo entre a gendmica € a metabolomica propicia a compreensdao da
atividade antimicrobiana dos compostos com maior consisténcia, propiciando a identificacao
precisa de microrganismos com potencial para serem considerados agentes de biocontrole. O
éxito dessa combinagdo pode ser observado através dos estudos de Tsalgatidou et al. (2022),
pelo qual observou no Bacillus haloterans o rico arsenal de grupo de genes responsaveis pela
biossintese de metabolitos secundarios, bem como a capacidade de secretar diversos

compostos contra o Botrytis cinerea, considerado um fitopatdogeno de pos-colheita.

2.5 Potencial biotecnolégico do género Bacillus spp. no controle biolégico

O é&xito do controle bioldgico surge a partir da selecdo criteriosa de agentes
biocontroladores eficientes. Dentre esses, destacam-se as espécies do género Bacillus spp por
sua capacidade de controlar diversas doengas na produgdo agricola (Rong et al., 2020). De
acordo com Ngalimat et al. (2021), o género Bacillus spp. ¢ composto por bactérias
gram-positivas, com motilidade garantida por flagelos e formadoras de endoésporos. A
formacdo dos enddsporos estd diretamente relacionada com a capacidade dessas bactérias
sobreviverem em ambientes com diferentes condigdes, como solo, ambientes aquaticos ¢ até
fezes de animais. Além disso, a eficiéncia na formacao de biofilmes também desempenha um
papel essencial na sobrevivéncia das espécies em condigdes adversas (Ayla et al., 2020).

Em decorréncia da ampla diversidade de espécies e do seu grande potencial de
aumentar a produtividade agricola e controlar diversas doengas, o género Bacillus spp. tem
ganhado protagonismo em varias bioformulagdes comerciais (Zaid et al., 2022; Jamali et al.,
2020). Essas habilidades s3o atribuidas na capacidade das bactérias produzirem diversos
metabolitos secundarios, incluindo policetideos, terpenos, sideréforos e peptideos, os quais
sao codificados por grandes grupos de genes biossintéticos (Kiesewalter et al., 2021). Além
da acdo dos metabdlitos secundarios, o Bacillus spp. atua no controle bioloégico por meio de
outros mecanismos, como competicdo por nutrientes e indug¢do de resisténcia sistémica,
podendo ser exercidas isoladamente ou em conjunto (Balderas-ruiz et al., 2020).

Diversos estudos comprovam a eficiéncia das diversas espécies de Bacillus spp. no
controle bioldgico de doencas. Rong ef al. (2020) demonstraram a forte eficiéncia inibitoria
do B. safensis contra o0 Magnaporthe oryzae, agente causador da brusone do arroz. Da mesma

forma, Wang et al. (2021) comprovaram a capacidade do B. halotolerans no controle do
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Botrytis cinerea, responsavel pelo mofo cinzento na pos-colheita do morango. Além disso,
Elsayed et al. (2020) evidenciaram que o B. velezensis conseguiu realizar o controle da
Ralstonia solanacearum, agente causador da murcha do tomateiro. Por fim, Zhang et al.
(2020) demonstraram a eficiéncia do B. subtilis no controle da Alternaria solani, fitopatégeno
responsavel pela requeima da batata.

Além do seu potencial no controle dos fitopatdogenos, diversos estudos comprovam
que as espécies do género Bacillus spp. também contribuem significativamente para o
crescimento das plantas. El-gendi et al. (2022) demonstraram que o B. subtilis auxiliou
plantas de tabaco na promoc¢ao da aquisi¢do de nutrientes, mediado através da agdo de
biomoléculas. De maneira semelhante, Mosela et al. (2022) mostraram que o B. velezensis
contribuiu tanto na promoc¢ao do crescimento na cultura da soja e do milho, como também na
maior eficiéncia de absor¢do do fosforo. Além desses, Witkowicz ef al.(2021) evidenciaram
que o B. subtilis contribuiu na eficiéncia fotossintética e, consequentemente, no maior
rendimento na cultura do trigo.

Com base nesses aspectos, ¢ fundamental ressaltar a necessidade de compreender com
profundidade os diversos mecanismos diretos e indiretos do género Bacillus spp., além de
aprofundar os conhecimentos acerca das interacdes entre as bactérias e as plantas,
principalmente sob estresses bidticos e abioticos (Mohamad et al, 2020). Além de
possibilitar o aumento no rendimento das culturas agricolas, os aprofundamentos nos
conhecimentos acerca desse género também contribuem para o estabelecimento de um

sistema agricola que integra abordagens ecologicamente corretas (Kumar et al., 2020).

3. MATERIAL E METODOS
Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Fitopatologia e Bioinsumos
(LAFiBi10), localizado na Universidade Federal de Sergipe, campus Sao Cristovao. Foram
utilizados 2 métodos in vitro, visando avaliar a eficiéncia no controle biolodgico do C.
gloeosporioides, sendo por meio de pareamento direto e pela volatilidade dos metabolitos
secundarios.
Em conformidade com a Lei da biodiversidade Brasileira (Lei n® 13.123/15), todas as
informacgodes referentes as execugdes e resultados obtidos da pesquisa, foram devidamente

cadastrados no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdénio Genético € do Conhecimento

Tradicional Associado (SISGEN).

3.1 Obtencao do fitopatogeno
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O C. gloeosporioides foi o fitopatégeno escolhido para realizacdo da pesquisa, pelo
qual foi adquirido através do acervo de preservagdes do LAFiBiO. O isolado fungico foi
reativado em placas de Petri contendo meio BDA (Batata-Dextrose-Agar), acondicionado em
BOD (Biochemical Oxygen Demand) a 28 °C por um periodo de 7 dias. A fim de garantir a
pureza, apds cada reativagao, a morfologia do fitopatdégeno foi caracterizada com o auxilio de
microscopio Optico, visando identificar suas estruturas reprodutivas. Além disso, para
garantir a disponibilidade ao longo do experimento, o fungo foi preservado em Castellani e

Glicerol a 30% em ambiente refrigerado a 4°C e a -10° respectivamente.

3.2 Obtencao dos agentes de biocontrole:

Neste estudo, foram selecionadas 3 bactérias como potenciais agentes de biocontrole,
sendo elas: B. pumilus, B. subtilis e B. velezensis. Os isolados bacterianos foram reativados
em placas de Petri contendo meio solido TSA (Tryptone Soyva Agar), acondicionadas em
BOD a 28 °C por um periodo de 2 dias. Visando garantir a pureza, todas as reativagdes
realizadas no experimento foram avaliadas em relagdo a auséncia de contaminantes,
coloracao de Gram ¢ a formacao de colonia. Além disso, todos os isolados bacterianos foram
preservados em meio de Castellani e em glicerol a 30%, sendo armazenados em condigdes
refrigeradas de 4 °C e -10 °C, respectivamente, para assegurar sua viabilidade e

disponibilidade ao longo do periodo de pesquisa.

3.3 Antagonismo por pareamento direto:

Para compreender a capacidade de inibig¢do, os isolados bacterianos selecionados
foram submetidos ao método de pareamento direto com o C. gloeosporioides em meio BDA.
Para isso, foi inserido um disco de Smm de didmetro do meio de cultura contendo estruturas
micelial do fitopatdogeno no centro da placa de Petri e a riscagem parcial da placa dos isolados
bacterianos. O tratamento controle do experimento foi representado pelo fitopatdgeno
inserido na placa com meio BDA sem a presenca das agentes de controle. As placas foram
acondicionadas em BOD a 28 °C por um periodo de 8 dias.

Visando compreender a eficiéncia da bactéria na produgcdo de metabdlitos
secundarios, a execucdo do experimento foi realizada em dois tempos diferentes, sendo
representados em TO (Tempo 0) e T24 (Tempo 24). No TO a riscagem dos isolados
bacterianos e a inser¢do do disco de meio com micélio do patogeno foram realizados
simultaneamente. J4 no T24, a riscagem dos isolados bacterianos foi realizada com 24 horas

de antecedéncia da insercdo do fitopatdogeno. Destacando que cada tempo teve seus
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respectivos tratamentos controles, pelos quais os discos com estruturas do fitopatogeno
também foram colocados ao mesmo tempo que os isolados bacterianos.

Para avalia¢ao da eficiéncia no controle do fitopatdogeno, foram realizados registros
fotograficos dos pareamentos e as imagens foram submetidas ao software Imagel,
mensurando os didmetros das colonias dos fitopatdgenos. As coletas de dados foram
realizadas com intervalos de dois dias até completar os oito dias do experimento. Os dados

estimaram a porcentagem de inibi¢do utilizando a formula:

%Inibicdo = (C — T € )-100 (Eq. 1)

Onde: C se refere ao crescimento do controle (mm) ¢ o T ao crescimento do tratamento

(mm).

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado com oito
tratamentos, sendo distribuidos quatro para o TO (controle, B. pumilus x C. gloeosporioides,
B. subtilis x C. gloeosporioides, B. velezensis x C. gloeosporioides) e quatro para o T24
(controle, B. pumilus x C. gloeosporioides, B. subtilis x C. gloeosporioides, B. velezensis x C.

gloeosporioides), com cinco repeticdes por tratamento.

3.4 Antagonismo por metabolitos volateis:

Além do pareamento direto, também foram realizados testes de antagonismo de
metabolitos secundarios volateis produzidos pelas bactérias. Para isso, foram utilizadas placas
de Petri bipartida contendo meio BDA. Em um dos compartimentos foi adicionado um disco
de 5 mm do meio contendo as estruturas miceliais do fitopatogeno a 1 cm da borda da placa,
enquanto no outro foi realizada a riscagem da estrutura bacteriana. Ja em relagdo ao controle,
foi inserido em um dos lados o disco com as estruturas do fitopatégeno e no outro apenas o
meio BDA. Todas as placas foram acondicionadas em BOD a 28 °C durante um periodo de
oito dias.

Neste experimento, também foi adquirido a estratégia de serem utilizados dois tempos
diferentes, em que no TO foi realizada a riscagem da estrutura bacteriana e o disco contendo o
micé¢lio do fitopatdgeno simultaneamente, enquanto no T24 a riscagem da bactéria foi
realizada com 24 horas de antes de inserir o fitopatégeno. Enfatizando que cada tempo obteve
seus respectivos controles, em que o fitopatdogeno foram inseridos ao mesmo tempo que

foram inseridos nas placas com os isolados bacterianos.
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Durante o periodo do experimento foram realizados registros fotograficos das placas,
os quais foram submetidas ao sofiware Imagel, visando coletar o raio das coldnias dos
fitopatogenos. Esses dados foram coletados com intervalos de dois dias durante oito dias e,
posteriormente, foram aplicadas na férmula citada anteriormente, com o objetivo de
compreender a porcentagem de inibigdo das bactérias sob o fitopatdogeno.

O experimento também seguiu a mesma logica do pareamento direto, montado em
delineamento inteiramente casualizado com oito tratamentos, sendo metade atribuida ao TO
(controle, B. pumilus x C. gloeosporioides, B. subtilis x C. Gloeosporioides, B. velezensis x
C. gloeosporioides) e a outra metade ao T24 (controle, B. pumilus x C. gloeosporioides, B.
subtilis x C. gloeosporioides, B. velezensis x C. Gloeosporioides), com 5 repeti¢cdes por

tratamento.

3.5 Analise estatistica

A andlise de variancia (ANOVA) foi empregada para investigar a eficacia de Bacillus
subtilis, Bacillus pumilus e Bacillus velezensis no controle biologico in vitro do fitopatdgeno
Colletotrichum gloeosporioides, utilizando métodos de pareamento direto e a agdo de
metabolitos secundarios volateis. A normalidade dos dados foi verificada pelos testes de
Kolmogorov-Smirnov (Berger; Zhou, 2014) e Shapiro-Wilk (Shapiro; Wilk, 1965), enquanto
a homogeneidade das variancias foi avaliada pelo teste de Levene (Schultz, 1985).

Diante da auséncia de homogeneidade e normalidade, foi adotado o procedimento de
bootstrapping (1000 reamostragens; 95% IC BCa) para corrigir possiveis desvios de
normalidade, aumentando a robustez dos resultados e fornecendo um intervalo de confianga
de 95% para as diferencas entre as médias (Haukoos; Lewis, 2005).

As comparacdes entre grupos foram realizadas pelo teste de Bonferroni, garantindo a
significancia estatistica para p <0,05. Adicionalmente, analises de regressdo linear multipla
(método forward) foram conduzidas para explorar o efeito das caracteristicas de cada cepa de
Bacillus sobre a inibi¢do do crescimento de C. gloeosporioides. Todas as analises foram

realizadas com o software IBM® SPSS® (SPSS Corp, 2017).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise da interacio entre os fatores:
Inicialmente, por meio das andlises estatisticas foram avaliados a significancia e o

tamanho do efeito dos seguintes fatores: bactéria, fase de observagdo e a interagdo entre

bactéria x fase de observacao. Foi observado que no experimento do pareamento direto o
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fator “bactéria” apresentou um efeito estatisticamente significativo, com efeito (n? parcial) de
0.996, indicando que 99,6% da variancia na eficiéncia pode ser explicada pelo tipo de
bactéria. A fase de observacdo também demonstrou efeito estatisticamente significativo, com
um n? parcial de 0.965, indicando que 96,5% da variancia pode ser atribuida ao momento de
aplicagao.

Além disso, também foi observado que a interacdo entre o fator “bactéria” e “fase de
observagdo” demonstrou ser estatisticamente significativo, com n? parcial de 0.975,
sugerindo que 97,5% da variacdo na eficiéncia se deve a interagao entre o tipo de bactéria € o
momento de aplicacdo. Neste sentido, a interagdo dos fatores impacta significativamente a
eficiéncia do controle, como demonstrado nos dados descritos na Tabela 1. Essa interacao
sugere que o ajuste do momento de aplicagdo em fun¢do da bactéria utilizada pode otimizar
significativamente os resultados. De acordo com Wu ef al. (2015), a utilizagdo dos
bioinsumos ainda ¢ prejudicada pelo conhecimento insuficiente sobre os mecanismos basicos
das espécies de Bacillus, o que limita seu uso eficaz no controle bioldgico. Dessa maneira,
essas informagdes devem ser levadas em consideracdo em futuros protocolos de aplicagdo,
uma vez que, a eficiéncia do controle bioldgico ndo depende apenas de fatores isolados, mas

também de como esses fatores interagem.

Tabela 1- Analise de variancia da eficiéncia dos Bacillus spp, para o controle do fungo
Colletotrichum gloeosporioides via duas fases de aplicagdo no antagonismo por pareamento direto

. Soma dos Quadrado .,  Eta’Parcial Poder
Origem quadrados * af médio z Sig m» Observado®
Intercepto 4760.784 5 355082 422,098 0,000 0,989 1,000
Bactéria 552,454 1 4760,784 5659313 0,000 0,996 1,000
Fase 779,280 2 276,227 328,361 0,000 0,965 1,000
Bactéria * Fase 443,674 1 779,280 926,358 0,000 0,975 1,000
Padrao 20,190 2 221,837 263,706 0,000 0,956 1,000
Total 6556,382 24 0,841

Total corrigido 1795,598 30
Nota: a.0,989 (R Quadrado Ajustado =,986), b. Calculado usando alfa = 0,05

Esse comportamento também foi observado nos experimentos focados nos
metabolitos volateis, onde os trés fatores demonstraram efeitos significativos (Tabela 2). No
fator “bactéria” foi observado n? parcial de 0,996, indicando que 99,6% da variancia pode
estar relacionada pelo tipo de bactéria. Ja no fator “fase de observagao”, o efeito foi de 0,965,
que apesar de numericamente ser inferior ao fator “bactéria”, ainda assim indica que 96,5%

da variancia pode estar relacionada pela fase de observacdo. Por fim, na intera¢do entre os

21



dois fatores também foi observado efeito significativo, com um tamanho de efeito de 0,975,
indicando que 97,5% da variancia na eficiéncia pode ser explicada pela interagdo entre tipo
de bactéria e a fase de observagdo. Neste caso, assim como os testes de pareamento direto, os
resultados indicam que a eficicia dos metabolitos volateis € influenciada ndo apenas pelos
fatores isolados, mas, sobretudo, pela sinergia entre o tipo de bactéria e o momento de
observacdo. Kalamara e Stanley-Wall (2021) ressaltam que os processos regulatorios de
Bacillus spp. sdo complexos e dependem de sinais ambientais. Portanto, o contexto de
aplicacdo deve ser analisado para potencializar a sintese de metabodlitos secundarios e, assim,

aumentar a eficiéncia no controle do fitopatogeno.

Tabela 2- Analise de variancia da eficiéncia dos Bacillus spp. para o controle do fungo Colletotrichum

gloeosporioides nas duas fases de aplicagdo no antagonismo por metabdlitos volateis.

. Soma dos Quadrado ., Eta’Parcial Poder
Origem quadrados * df médio z Sig m» Observado®
Intercepto 4760,784 5 355,082 422,098 0,000 0,989 1,000
Bactéria 552,454 1 4760,784  5659,313 0,000 0,996 1,000
Fase 779,280 2 276,227 328,361 0,000 0,965 1,000
Bactéria * Fase 443,674 1 779,280 926,358 0,000 0,975 1,000
Padrao 20,190 2 221,837 263,706 0,000 0,956 1,000
Total 6556,382 24 0,841
Total corrigido 1795,598 30

Nota: a.0,989 (R Quadrado Ajustado =,986), b. Calculado usando alfa = 0,05

A partir desses resultados, ¢ possivel compreender que a escolha da bactéria, quanto
ao momento de aplicacdo, ¢ um fator determinante para conseguir atingir a eficiéncia no
controle do fitopatégeno. Em pesquisas anteriores, Chen et al. (2020) abordam que em
decorréncia da diversidade de espécies do género, ¢ fundamental compreender suas
potencialidades antes da aplicacdo das formulacdes comerciais. Hu et al. (2024) também
corrobora com essas analises, uma vez que a eficiéncia antagonica do Bacillus ssp. também
pode variar em fun¢do do tempo e das condi¢gdes submetidas.

Devido aos seus multiplos beneficios, formulagdes de produtos a base de bactérias
desse género tém recebido atengdo significativa como um concorrente para fungicidas
quimicos para controlar doengas de plantas (Kim et al., 2021). Apesar disso, ¢ fundamental
reconhecer os potenciais inerentes as bactérias para atingir a eficiéncia no controle, sendo
necessario que os  mecanismos de  interagdo  entre oS  antagonistas

hospedeiro-fitopatogeno-bactéria sejam estudados mais a fundo (Alemu et al, 2023).
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4.2 Analise de eficiéncia entre as bactérias
Ap0s a andlise das variaveis globais, foi realizado o teste Post Hoc com o objetivo de
comparar a eficiéncia entre as diferentes espécies de Bacillus spp no controle do C.
gloeosporioides, mantendo as condi¢des experimentais. Essa comparacdo ¢ intergrupo, ou
seja, busca identificar a diferenca entre os sujeitos dentro do mesmo grupo de tratamentos.
Diante disso, na Tabela 3 ¢ possivel observar as diferencas existentes entre as espécies de
Bacillus spp. em termos de eficiéncia no controle do fitopatégeno através do pareamento

direto.

Tabela 3- Teste posthoc da eficiéncia dos Bacillus spp. para o controle do fungo Colletotrichum
gloeosporioides via pareamento direto em duas fases de aplicacdo

Eficiéncia de aplicacio (%)

Bacillus oh >ah
B. subtilis 24,466 Bb 39,840 Ac
B. pumilus 46,696 Ba 77,220 Ab
B. velezensis 47,168 Ba 86,786 Aa

Nota: Letras maiusculas diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas (p < 0,05) entre os o
mesmo bacillus para as diferentes fases de aplicacdo e letras mintsculas indicam diferengas estatisticamente
significativas (p <0,05) entre os diferentes bacillus no mesmo tempo de aplicagao.

Na fase 0 horas, o B. subtilis apresentou uma eficiéncia média de 24,466%, enquanto
na fase de 24 horas a eficiéncia foi significativamente maior, possuindo uma eficiéncia média
de 39,840%. Além disso, a andlise revelou que o B. subtilis apresentou uma diferenga média
significativa em comparacdo ao B. pumilus e o B. velezensis.J& a espécie B. pumilus
demonstrou maior eficiéncia na fase de 0 horas, apresentando uma média de 46,696mm,
enquanto na fase de 24 horas também apresentou um aumento significativo, com uma
eficiéncia média de 77,220%. Em relacdo as outras bactérias foi observado diferenga
significativa apenas com o B. subtilis.

Por fim, foi observado que B. velezensis foi a bactéria que apresentou a maior
eficiéncia, com uma eficiéncia média de 47,168% na fase de 0 horas e 86,786% na fase de 24
horas, além de apresentar diferenga estatistica em relacdo ao B. subtilis. Dessa forma, o
pareamento direto tanto o B. pumilus quanto B. velezensis sdo significativos, diferindo de B.
subtilis no controle de C. gloeosporioides, com efeitos significativos confirmados nas

analises estatisticas. Na Figura 1, podem ser observadas as imagens dos pareamentos.
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Figura 1- Confrontos por pareamento direto e por metabolitos volateis, respectivamente. al- B.
subtilis (Tempo 0), a2- B. subtilis (Tempo 24), bl- B. pumilus (Tempo 0), b2- B. pumilus (Tempo 24),
cl- B. velezensis (Tempo 0), c¢2- B. velezensis (Tempo 24), d1- Controle (Tempo), d2- Controle
(Tempo 24).

Fonte: Elaborada pelo autor

A fase de aplicagdo das bactérias impacta significativamente na eficacia no controle
de C. gloeosporioides. As espécies de Bacillus mostraram maior eficiéncia quando aplicadas
antes da introducdo do fungo, com 24 horas de antecedéncia. Esses resultados auxiliam na
tomada de decisdo no campo para produtores com biofabricas, permitindo que eles realizem a
multiplicagdo dos microrganismos e aguardem 24 horas para maximizar a produgdo de
metabolitos secundarios no bioinsumo gerado. Este padrdo foi observado principalmente para
B. velezensis, que apresentou eficiéncia em comparagdo as outras espécies testadas. A
interacdo significativa entre o tipo de bactéria e o momento de aplicagdo sugere que o
desempenho das bactérias pode ser otimizado ajustando o momento de aplicagdo, reforcando
a importancia do manejo adequado no uso de biocontrole.

Outros estudos demonstram o potencial do B. velezensi, B. pumulis ¢ B. subtilis no
controle do C. gloeosporioides. Wang et al. (2023) destaca que o B. velezensi apresenta forte
antagonismo ao fitopatdégeno, observando através de microscopia eletronica que o agente
biocontrolador consegue romper o micélio do fitopatogeno, inibindo efetivamente seu
crescimento. Magallon-andalon et al. (2024) demonstrou através dos seus dados que B.
pumulis apresentou uma taxa de inibi¢ao de 78,04 de inibicao contra o C. gloeosporioides,

apresentando resultados préoximos da presente pesquisa. Emanuel et al. (2020) também
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comprovou a eficiéncia do B. subtilis no controle do fitopatégeno, além de discutir sobre a
diversidade de metabdlitos antimicrobianos envolvidos no antagonismo.

E importante destacar que bactérias do género Bacillus spp. ndo realizam a biossintese
de metabolitos de forma continua, a fim de evitar sobrecarga metabolica. A producao de
metabolitos secundarios ¢ ativada em resposta a fatores de estresse, como a presenga de
fitopatogenos, o que desencadeia a ativacdo de um grupo de genes responsaveis por sua
sintese (Andric et al., 2021). Conforme relatado por Luna-Bulbarela et al. (2024), esses
fatores podem ser subprodutos da respiragdo, metabolismo ou de natureza exdgena, como
antimicrobianos que apresentam atividade contra Bacillus spp. Nesse mesmo estudo, também
¢ enfatizado que no caso de C. gloeosporioides, foram identificados varios metabolitos que
ameagam a sobrevivéncia de Bacillus spp., 0 que ativa seu sistema de defesa, desencadeando
a liberacdo de metabolitos secundarios para inibir o fitopatogeno.

Ja em relacdo aos experimentos com antagonismo através dos metabolitos volateis,
também foi observado diferentes porcentagem de inibigdo (Tabela 4). A bactéria B. subtilis
mostrou um aumento estatisticamente significativo na eficiéncia entre as duas fases de
observacgdo. Na fase de 0 horas, a eficiéncia média foi de 3,662, enquanto na fase de 24 horas,
a eficiéncia média subiu para 9,404. O B. pumilus também demonstrou uma melhoria
estatisticamente significativa entre as fases, apresentando eficiéncia média na fase de 0 horas
foi de 13,516, enquanto na fase de 24 horas aumentou para 17,340. Entre as trés espécies
testadas, B. velezensis apresentou o maior aumento na eficiéncia, apresentando na fase de 0

horas a eficiéncia média de 5,324, enquanto na fase de 24 horas, esse valor subiu para 26,338.

Tabela 4- Teste posthoc da eficiéncia dos Bacillus spp. para o controle do fungo Colletotrichum
gloeosporioides via metabolitos volateis em duas fases de aplicagdo

Eficiéncia de aplicacio (%)

Bacillus
Oh 24h
B. subtilis 3,662 Be 9,404 Ac
B. pumilus 13,516 Ba 17,340 Ab
B. velezensis 5,324 Bb 26,388 Aa

Nota: Letras maiusculas diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas (p < 0,05) entre os o
mesmo bacillus para as diferentes fases de aplicagdo e letras mindsculas indicam diferengas estatisticamente
significativas (p <0,05) entre os diferentes bacillus no mesmo tempo de aplicagéo.

Em relacdo a comparagdo dos valores entre as bactérias, foi possivel observar que
houve diferenga estatistica entre todas as bactérias na fase do tempo 0 horas, como também
no tempo de 24 horas. No caso do tempo de 0 horas o B. pumulis demonstrou maior

eficiéncia no controle do fitopatégeno, enquanto o B. subtilis apresentou o menor valor. Ja no
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tempo de 24 horas o B. subtilis persiste em continuar como o agente biocontrolador de menor

eficiéncia, enquanto o B. velezensis lidera entre as bactérias.

Apesar de apresentar valores inferiores em comparagdo ao antagonismo por
pareamento direto, foi possivel observar que a producao dos metabodlitos volateis apresentou
efeitos inibitorios em relagdo ao fitopatdgeno em estudo, como pode ser observado na Figura
3. A utilizagdo dessa estratégia no controle bioldgico ¢ desejavel, j4 que os metabdlitos
volateis apresentam pequeno peso molecular, baixo ponto de ebulicdo e lipofilicidade,
permitindo que se espalhem por longas distdncias em concentragdes baixas (Tang et al.,
2024).

Outros estudos que também testaram a eficiéncia dos metabdlitos volateis,
apresentaram resultados semelhantes. Kim et al. (2024) demonstrou em seus experimentos
que o B. velezensis conseguiu inibir o C. gloeosporioides em 29,59%, além de ocasionar
mudancas morfologicas nas hifas do fitopatdgeno. Choub et al. (2022) também conseguiu
comprovar a eficiéncia dos metabolitos volateis no controle do fitopatdogeno em estudo,
conseguindo taxas de inibi¢do que atingiram 30% de eficiéncia. Rajaofera ef al. (2019), que
também relatou resultados semelhantes em relacdo a eficiéncia do C. gloeosporioides,
informou que vérias bactérias do género Bacillus spp. possuem a capacidade de sintetizar
diversos metabolitos volateis, como dacido cloroacético, éster tetradecilico e acido
hexadecanoico, que possuem a capacidade inibitério do fitopatdgeno.

Ainda que possuam taxas de inibi¢des inferiores quando comparados ao B. velezensis,
o B. subtilis e B. pumilus também apresentaram efeito inibitdrio no crescimento do
fitopatogeno. Os resultados de Zhou et al. (2019) e Zhao (2019) demonstraram o potencial
inibitério do B. subtilis por meio dos metabdlitos volateis, comprovando que além de
interferir na morfologia das hifas e na germinacao dos fungos, também estimula as plantas a
desenvolver resisténcia induzida. Estudos também ressaltam o potencial do B. pumilus no
controle bioldgico, como consta nos resultados de Zheng et al. (2023), que foi demonstrado a
eficiéncia do controle do C. gloeosporioides com uma inibi¢ao de 30%, produzindo diversos
metabolitos volateis como 2-decanona e 2-metilpirazina. Nas Figura 3 ¢ possivel observar o
comportamento dos confrontos através de pareamento direto e pelos metabolitos volateis no
ultimo dia de observagao.

A ag3o dos metabdlitos secundarios volateis ocorre a partir da reacdo com os
componentes presentes na parede celular do fitopatdgeno, que ¢ formada principalmente por

quitina. Conforme Wang ef al. (2021), os metabolitos volateis gerados por espécies do género
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Bacillus tém a capacidade de interferir nos processos ligados a formacdo da parede celular,
comprometendo assim sua integridade e, consequentemente, sua resisténcia mecanica.
Ademais, destaca-se que a biossintese de metabolitos ¢ favorecida em condig¢des
ideais, como o estabelecimento das bactérias em ambientes que oferecam a concentragdo
adequada de nutrientes (Schwarz et al., 2021). Nesse contexto, o maior efeito inibitério
observado em 24 horas pode ser justificado, uma vez que a bactéria teve tempo suficiente
para se estabelecer, e, quando em contato com o fitopatégeno, ativou os genes relacionados a

biossintese com o propdsito de inibir o fitopatogeno.

4.3 Analise da taxa de inibiciao ao decorrer do tempo
Para entender o comportamento das trés espécies de Bacillus spp. ao longo do
experimento, realizou-se uma andlise de regressdo linear baseada nos valores de taxa de
inibicdo. Os dados obtidos auxiliam os produtores na tomada de decisdes mais assertivas
sobre a aplicagdo de controle bioldgico da doenca em seus cultivos, permitindo uma

abordagem fundamentada e eficiente para otimizar a protecao das plantas.

4.3.1 Metabdlitos volateis

Na Figura 4a e Tabela 5, ¢ possivel observar o comportamento do antagonismo
através metabolitos volateis nos dois tempos de avaliagdo do experimento. Para o modelo de
regressdo, o impacto do tempo sobre a eficiéncia dos metabdlitos volateis de B. subtilis o
fator "Tempo" apresentou um coeficiente 8 de 0,611, indicando uma tendéncia positiva em
relagdo ao efeito do tempo sobre a eficiéncia.

No entanto, essa influéncia nao foi estatisticamente significativa, e com coeficiente de
determinagdo baixo (R? = 0,044, p = 0,291) indicando que apenas 4,4% da variacdo nos
resultados pode ser explicada pelo tempo, o que reflete uma baixa capacidade preditiva do
modelo neste estagio do experimento. Este resultado sugere que, nas condi¢des avaliadas até
192 horas, o tempo ndo exerce um efeito significativo sobre a eficiéncia dos metabolitos
volateis de Bacillus subtilis, indicando que a eficicia do composto ndo depende diretamente
do fator temporal dentro desse intervalo. Ellouze et al. (2021) ressaltam que, além do tempo,
outros fatores devem ser considerados e ajustados na sintese de metabolitos in vitro, como a
composi¢ao do meio de cultura e a temperatura.

J& o modelo de regressdo do impacto do tempo sobre a eficiéncia dos metabdlitos

volateis de B. velezensis demonstrou que o fator "Tempo" apresenta um coeficiente 8 de
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2,259 significante para a varidvel tempo. Esses achados indicam que, a medida que o tempo
de exposicdo aumenta, a eficiéncia dos metabolitos volateis também se intensifica. Ja o
coeficiente de determinacdo (R? = 0,446) indica que 44,6% da variacdo nos resultados pode

ser explicada pelo tempo (Figura 4a).

Figura 4- Metabolitos volateis na fase de 0 horas (a) e na fase de 24 horas (b) na produgdo de
Bacillus velezensis sobre o patogeno Colletotrichum gloeosporioides.
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Dentre os trés Bacillus analisados, o modelo para B. pumilus indicou que o fator
"Tempo" apresentou o maior coeficiente de determinagdo (R* = 0,598, p = 0,001), sugerindo
que 59,8% da variacdo nos resultados pode ser explicada pelo tempo. O coeficiente Beta,
estatisticamente significativo (8 = 4,881, p=10,01), refor¢a a ideia de que o tempo exerce um
efeito positivo sobre a eficiéncia dos metabolitos volateis. O maior coeficiente de
determinagdo entre os trés Bacillus indica uma influéncia do tempo na eficacia dos

compostos volateis de B. pumilus (Tabela 5).

Tabela 5- Parametros de eficiéncia da aplicagao dos Bacillus, associados as duas fases de aplicagao,
do para o controle do fungo Coletotrichum gloeosporioides através dos metabdlitos volateis

Eficiéncia da aplicacio (%)

Fase de aplicacio

Bacillus (0 h) (24h)
Coeficiente Coeficiente
t . R’ t . R’
B P B P
B. subtilis 0,611 1.158 0,291 0,044 3,545 5,232 <0,001 0,703
B. pumilus 4,881 5,885 <0,001 0,598 5,812 7,365 0,003 0,522

B.velezensis 2,259 4,712 <0,007 0,446 8,439 10,268 <0,001 0,757
Nota: a. Calculado usando alfa = 0,05

Ainda assim, tais coeficientes demonstram que, mesmo sendo estatisticamente

significativos, o fator tempo reflete uma capacidade preditiva limitada do modelo, sugerindo
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que outros fatores podem estar influenciando a eficiéncia dos metabolitos. Esse resultado
pode ser atribuido aos mecanismos de defesa do fitopatdogeno, que possivelmente atuaram de
maneira antagonica aos agentes biocontroladores, objetivando manter a sobrevivéncia da sua
populagdo (Bartolini ef al., 2019). Entretanto, os agentes de controle conseguiram ativar seus
proprios mecanismos de defesa por meio da sua sensibilidade aos sinalizadores, o que
resultou, posteriormente, no controle biologico do fitopatdgeno (Yang et al., 2023).

Para o B. pumilus, o tempo tem efeito significativo na eficiéncia dos metabolitos
volateis. O coeficiente B de 5,812 significativo, indica uma forte relagdo positiva entre o
tempo de exposi¢ao e a eficiéncia. Ainda o coeficiente de determinagdo (R?) apresentado na
Figura 4, indica que 70,3% da varia¢do na eficiéncia dos metabolitos volateis de Bacillus
pumilus pode ser explicada pelo tempo de exposicdo. Sugerindo que o tempo de
pré-incubacao durante o experimento tem uma forte relagdo entre a eficiéncia dos compostos
volateis.

Assim como o B. pumilus, o B sutilis quando analisado sua aplicacao a partir das 24
horas, o tempo também exerce efeito positivo significativo sobre a eficiéncia dos metabdlitos
volateis para o controle do C. gloeosporioides. O coeficiente B estatisticamente significativo
3,545 indica que, para cada incremento temporal, hd um aumento substancial na eficiéncia
dos metabolitos volateis de B. subtilis no controle de C. gloeosporioides. Por exemplo,
pode-se inferir que a cada 48 horas a eficiéncia dos metabolitos volateis tende a aumentar
3,545, ou seja, o efeito positivo do tempo continua a ser significativo. Mesmo
comportamento ¢ evidenciado para o composto volatil de B.velezensis.

Esses resultados demonstram que, diferentemente da aplicacdo simultdnea do B.
velezensis com o fitopatdgeno a partir dos metabdlitos volateis, ao se permitir o crescimento
da bactéria por um periodo de 24 horas antes da exposi¢do, ha uma melhora significativa na
eficiéncia dos metabolitos volateis (Figura 3b). Isso evidencia uma relagdo direta entre o
aumento do tempo de pré-incubagdo e a eficacia dos compostos, que pode ser confirmado a
partir do coeficiente de determina¢do R* = 0,757, sugerindo que o crescimento inicial da
bactéria potencializa a agdo dos metabolitos volateis sobre o patdgeno.

A compreensao da relagdo entre o tempo e a taxa de inibi¢ao € essencial para auxiliar
na tomada de decisdes no campo, pois permite entender a interagdo entre o agente
biocontrolador e o fitopatogeno. De acordo com Feng et al. (2024), os agentes de biocontrole
sdo considerados uma estratégia segura e promissora para o manejo de doengas. No entanto, ¢

fundamental compreender as particularidades de cada Bacillus spp. para garantir a eficacia da
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implantacdo do controle bioldgico. Isso enfatiza a necessidade de aprofundar os estudos

voltados ao controle biologico, especialmente no que diz respeito as interagdes entre o agente

biocontrolador e o fitopatdgeno.

4.3.2 Confronto por pareamento direto
Na Figura 5 se apresenta os valores de regressdo linear ao longo do tempo do
experimento com pareamento direto na fase de (a) O horas e no (b) tempo de 24 horas.
Observa-se o comportamento no antagonismo por pareamento direto, onde, nos tempos de 0 e

24 horas, houve um aumento expressivo na taxa de inibi¢do, sendo os resultados mais

elevados no tempo de 24 horas.

Figura 5- Regressdo linear ao longo do tempo do experimento por pareamento direto na fase de (a) 0
horas e no (b) tempo de 24 horas
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Fonte: Elaborada pelo autor

Entre os trés isolados de Bacillus analisados, B. pumilus apresentou o maior
coeficiente de determinagdo para o fator "Tempo" (R* = 0,990, p < 0,001), indicando que
99,0% da variagdo nos resultados ¢ explicada pelo tempo. O coeficiente Beta, também
estatisticamente significativo (B = 10,753, p <0,001), confirma o efeito positivo do tempo na
eficiéncia do controle. Esse alto valor de R? em relagdo aos outros Bacillus sugere uma forte
influéncia do tempo na eficacia de B. pumilus no controle biologico (Tabela 6).

Tabela 6- Parametros de eficiéncia da aplicagao dos Bacillus, associados as duas fases de aplicagao,
do para o controle do fungo Coletotrichum gloeosporioides através de parecamento direto

Eficiéncia da aplicacio (%)
Fase de aplicagdo

Bacillus Oh) (24h)
Coeficiente . ». R Coeficiente . p R
B B
B. subtilis 7,136 5,140 0,009 0,543 9,816 10,914  <0,001 0,849

B. pumilus 10,753 15,58 <0,001 0,990 18,242 11,345 <0,001 0,853
B.velezensis 11,353 41,35 <0,001 0,923 20,189 9,920 0,005 0,809
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Nota: a. Calculado usando alfa = 0,05

Sidorova et al. (2020) relatam que diversos fatores, como o tempo de cultivo, podem
interferir nas propriedades microbianas. Eles comprovaram, por meio de cromatografia, que a
sintese de metabolitos ¢ favorecida ao longo do tempo, devido a maior estabilizagdao das
bactérias no meio de cultura. Dessa forma, o tempo de 24 horas favoreceu as bactérias, pois,
ao confrontar o fitopatogeno, elas ja estavam estabilizadas, permitindo a realiza¢do do
controle biologico de maneira eficiente.

A alta eficiéncia dos Bacillus spp. como agentes biocontroladores pode ser afetada
por inconsisténcias nas condi¢des agricolas do mundo real, o que pode limitar os efeitos
benéficos (Nimbeshaho et al., 2024). Portanto, entender o comportamento ao longo do tempo
contribui para a mitigacdo dos riscos inerentes a agricultura, permitindo que os agricultores

adaptem as melhores estratégias de acordo com suas realidades (Dutilloy et al., 2024).

5. CONCLUSAO

Conclui-se que as espécies B. velezensis, B. pumilus ¢ B. subtilis apresentam potencial
biotecnoldgico significativo no controle bioldgico in vitro de Colletotrichum gloeosporioides,
tanto nos ensaios de pareamento direto quanto pela agao de metabolitos volateis.

A taxa de inibicao do fitopatdogeno quando os agentes biocontroladores sdo aplicados
antes da inoculagdo do fitopatdogeno, com destaque para B. velezensis, que apresenta maior
eficicia.

Hé uma correlagdo significativa entre 0 momento de aplicacdo e a escolha da espécie
bacteriana na eficiéncia do controle biologico. Esses achados reforcam a importincia do
momento da aplicagdo e da selecdo adequada da cepa para maximizar a eficacia no manejo
fitopatologico. Testes em campo, caso reproduzam o mesmo resultado, podem ser tuteis no

manejo de doencgas causadas pelo fitopatogeno.
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