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ATIVIDADE ANTAGONICA DE BIOPROSPECTO DO CERRADO E
RESTINGA AO Fusarium spp.

Resumo

A avaliacdo do potencial de controle in vitro de microrganismos é de extrema importancia, uma
vez que permite testa-los e compara-los antes aplicar a campo. Dessarte essa ideia, com este
trabalho avaliou-se in vitro o potencial de dois bioprospectos no controle bioldgico do fitopatdgeno
Fusarium spp. O experimento foi conduzido no laboratério de sementes e de fitopatologia da
Universidade Federal de Sergipe, em delineamento inteiramente casualizado, com 10 repeti¢des
por tratamentos. Os tratamentos foram compostos pelo ensaio de confronto entre o Fusarium spp.
e os bioprospectos da restinga, do cerrado e a Bacillus subtilis. O tratamento controle consistiu
apenas na presenga do fungo fitopatogénico. Foram avaliados o halo de inibigéo, o crescimento
micelial, o indice de velocidade de crescimento, a taxa de crescimento e a porcentagem de inibicéo
ao Fusarium spp. O tratamento controle apresentou um maior crescimento micelial a 120 e a 168
h, consequentemente um maior indice de velocidade e uma maior taxa do crescimento, enquanto
os demais tratamentos néo diferiram entre si. Observou-se a formacao do halo de inibi¢cdo em todos
os tratamentos, de modo que os bioprospectos ndo diferiram dos halos em Bacillus subtilis em
relacdo a porcentagem de inibicdo a Fusarium. Portanto, 0s microrganismos biosprospectos
possuem a capacidade de controlar in vitro o fitopatdgeno Fusarium spp.

Palavras-chave: Controle Biol6gico; Sustentabilidade; Bioinsumos.
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1. Introducéo

O aumento da populacdo mundial tem propiciado um acréscimo na demanda por
alimentos oriundos da agricultura, onde para o ano de 2030 o planeta passara a ter em torno de 8,5
bilhGes de pessoas, 0 que promovera um aumento em torno de 35% na demanda por alimento,
40% na demanda de energia e por volta de 50% por agua, gerando assim uma maior necessidade
produtiva por parte do produtores (EMBRAPA, 2021; AGENCIA BRASIL, 2021). Com isso,
devido a quantidade de areas agricultaveis encontradas, o Brasil vem representando um dos
principais produtores de alimentos do mundo, utilizando o aporte tecnologico disponivel e
investimentos que sdo feitos nas areas de ciéncias e inovacao agropecuaria (EMBRAPA, 2014).

O Brasil se encontra na quarta posi¢ao na producéo de gréos (arroz, cevada, soja, milho e
trigo) mundial, sendo responsavel por 7,8% da producdo mundial, representando o segundo maior
exportador do mundo, com 19% de participacdo no mercado internacional (EMBRAPA, 2021).

As pesquisas e investimentos em novas tecnologias garantem uma maior procedéncia na
qualidade do alimento, maior capacidade de melhoria no rendimento produtivo das culturas e uma
producdo com menor degradacdo ambiental. Desta forma se busca a implantacao de cultivos cada
vez mais sustentaveis e econdémicos, pois, por ser considerado um setor dindmico e estar sempre
sujeito a alteracBes climaticas e ataques de pragas e doencas, faz-se necessarias pesquisas
frequentes que potencializem as formas de producdo e otimizem os sistemas produtivos. Tendo
em vista que o Brasil se comprometeu junto a outros membros da ONU implantar e seguir os 17
Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel (ODS) até 2030. Para isso, necessita seguir 0s
requisitos bases de enquadramento e para atender o objetivo 12 ¢é preciso “Assegurar padrdes de
produgdo e de consumo sustentaveis”, buscando alcancar a gestao sustentavel e o uso eficiente dos
recursos naturais, alcance o manejo ambiental saudavel dos produtos quimicos e todos os residuos
ao longo de todo o ciclo de vida destes, apoie 0s paises em desenvolvimento para fortalecer suas
capacidades cientificas e tecnologicas para mudar os padrdes mais sustentaveis de producdo e
consumo (ONU, 2015).

Com esse cenario novas tecnologias vém sendo criadas diariamente para melhoria das
atividades agricolas, e com isso, surgem novas ideias, formulados e formas de controle de pragas
e doencas, mais sustentdveis e vidveis economicamente. Como alternativa tecnoldgica a ser
utilizada, a bioprospeccdo de microrganismos tem mostrado elevado potencial no descobrimento
de organismos benéficos as lavouras, pois, busca por novos compostos e antibioticos oriundos da
acao de microrganismos, 0s quais podem atuar no crescimento vegetal ou mesmo para controle de
pragas e doencas, beneficiando diretamente o controle biolégico nos cultivos agricolas
(LUGTENBER; KAMILOVA, 2009; ZHAOQ, J. et al., 2018). Diante disso, o controle bioldgico
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com microrganismos bioprospectados utiliza inimigos naturais encontrados na propria natureza e
que ndo deixam residuos nos alimentos, além de serem inofensivos ao meio ambiente e a salde
humana. Possibilitando desta forma controlar pragas e fitopatdgenos causadores de doencas
agricolas, de modo a reduzir o uso de insumos quimicos, minimizando contaminacgdes ambientais
e reduzindo os riscos aos trabalhadores e consumidores de forma geral.

No entanto, mais pesquisas Sd0 necessarias para desbravar a microbiota em diferentes
regides do Brasil, objetivando identificar microrganismos adaptados com potencial uso para o
controle bioldgico. Mediante esse cenario, este trabalho tem como objetivo avaliar o potencial de
controle in vitro de dois bioprospectos no controle biol6gico de Fusarium spp. a partir da avaliagéo
da taxa de crescimento micelial e redugdo na velocidade de crescimento micelial do fungo
fitopatogénico. Onde, espera-se que 0s bioprospectos utilizados promovam a inibi¢cdo do
crescimento micelial e reduza a velocidade de crescimento de Fusarium spp. por meio da acao

direta dos microrganismos sobre o fungo.
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2. Revisdo de literatura

O crescente aumento demogréfico no mundo e os impactos que ele causa ao planeta, traz
um grande desafio, que é, como aumentar a producdo de alimentos de maneira sustentavel? Uma
das solucGes é a otimizacdo das areas agricultaveis através do uso de tecnologias que causem um
menor impacto ao meio ambiente. Para tanto se faz necessario investimentos em pesquisas que
busquem desenvolver tecnologias agropecudrias sustentaveis.

Neste cenario o Brasil vem se tornando um pais competitivo no ambito do agronegocio
mundial, chegando a ser considerado como um dos mais importantes celeiros de producdo de
alimentos do planeta, isto devido aos investimentos destinados a pesquisas no setor, com a criagdo
da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria (EMBRAPA), permitindo o desenvolvimento de
sistemas produtivos cada vez mais dindmicos e competitivos (OLIVEIRA, 2016; EMBRAPA,
2014), de modo que o pais alcancara o patamar de lider mundial no fornecimento de alimentos
(TRENTIN et al.,, 2022). Além da criagio da EMBRAPA, os investimentos feitos nas
universidades através de pesquisas via graduacdo, programas de mestrado e doutorado também
vem contribuindo para o desenvolvimento do agronegdcio mundial promovendo cada vez mais
incrementos tecnoldgicos para o setor agricola, e ainda, estimula o senso critico dos pesquisadores,
0s preparando cada vez mais para 0 mercado de trabalho atual (TEIXEIRA et al., 2015).

Com o objetivo de enfrentar esse desafio, torna-se fundamental um aumento significativo
no rendimento e na qualidade dos sistemas produtivos atuais, uma vez que as plantas sdo
frequentemente atacadas por pragas e patdgenos que podem provocar perdas econdmicas e baixos
rendimentos produtivos nas areas cultivadas.

Sabendo que o solo € o principal responsavel por promover o habitat das culturas e manter
as interacOes entre a planta e 0 meio ambiente, faz-se necessaria uma maior atencédo por parte dos
produtores, pois, existem muitos organismos benéficos que o habitam, que podem favorecer ou
prejudicar os cultivos agricolas (ORTIZ; SANSINENEA, 2022).

Os solos presentes em ecossistemas naturais fornecem reservatdrios potenciais para
patogenos flangicos, 0 que representa um desafio para a produtividade agricola. Por isso, é
importante compreender a distribuicdo atual e futura dos microrganismos patdgenos das plantas e
como controla-los para evitar impactos negativos. Cerca de 15% da producédo agricola global é
perdida devido a ataques de patogenos, principalmente fungos de solo, considerados 0s mais
agressivos para as plantas, como Alternaria alternata ou Fusarium oxysporum, que representam
uma ameagca a seguranca alimentar devido a baixa eficiéncia do controle quimico existente contra
eles. (BAQUERIZO et al., 2020).
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O género Fusarium pertence ao filo Ascomycota, ordem Hypocreales e familia
Nectriaceae, compreendendo um grupo de fungos filamentosos que representam uma ameaca as
plantas e a saude humana. Este grupo de fitopatdgenos é responsavel por provocar perdas
significativas na produtividade de lavouras de soja em todo o mundo, variando de 10 a 100%
dependendo do estagio de desenvolvimento da cultura no momento da infec¢do pelo patégeno, da
qualidade do genotipo utilizado e das condi¢cdes ambientais existentes. (CROUS et al., 2021;
PLOETZ, 2015; HARTMAN et al., 2015).

Foi relatado que a murcha de Fusarium causada por F. oxysporum Schlechtend: Fr. F. sp
ciceris (Padwick) T. Matuo & K. Satd é a doenga mais grave do grao-de-bico nas principais areas
de cultivo do oeste e noroeste do Ird, aléem de ter sido relatada em cultivos em todo o mundo. De
maneira semelhante, a podridao radicular também representa uma ameaca ao setor agricola de
forma geral, bem como a cultura da soja (Glycine max L.). (ABDELMAGID et al., 2020;
YOUNESI et al., 2021).

Esse género de patdgenos representa um grupo de fungos filamentosos que é capaz de
causar danos em plantas cultivadas incluindo perda no rendimento de produtos agricolas.
Abrangem patogenos frequentes ou endofiticos e que conseguem se adaptar em ampla gama de
habitats desde o solo até as inflorescéncias (KEE et al., 2020).

A taxonomia dos fungos se desenvolveu por meio de informacBes morfoldgicas,
metabolicas e genémicas, nas quais a identificacdo das espécies leva em consideracao aspectos
como formato, formagdo de macro e microconidios e a presenca de ramificacGes nas hifas em
varias espécies. O crescimento micelial é determinado por meio de condicGes favoraveis (MOURA
et al., 2020).

O género Fusarium presente no solo pode ser transmitido para as areas de cultivo por meio
de sementes contaminadas. De forma geral, esses fungos infectam e colonizam as sementes,
causando queima das mudas, podridao das vagens e das sementes, 0 que reduz a germinacgéo, o
vigor e a qualidade das sementes. Esses patdgenos afetam diretamente o rendimento da cultura.
(CHANG et al., 2020). Pelo menos 14 espécies do género Fusarium spp. foram detectadas em
sementes de soja na América do Norte. Esse género é considerado o mais isolado e, por ser um
género de fungos fitopatogénicos com ampla ocorréncia nessas areas, tornou-se um dos patdgenos
mais importantes. Em 2012, pesquisas o elegeram em quarto e quinto lugar na posic¢ao de grupos
de patdgenos mais importantes para a agricultura, por meio do F. graminearum e F. oxysporum,
respectivamente. (CHANG et al., 2020; MUNKVOLD et al., 2021).

Dentre as principais doencas causadas pelo Fusarium estd a Sindrome da Morte Subita

(SMS), cujos agentes causais até 0 momento registrados sdo o F. virguliforme, F. tucumaniae, F.
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brasiliense e F. crassistipitatum, que pertencem ao complexo do F. solani (AOKI et al., 2005). A
infeccdo dessa doenca tem inicio pelo sistema radicular da planta se espalhando para as demais
areas a medida que a doenca se agrava, isto devido a capacidade que os fungos desse género tém
de liberar micotoxinas como fumonisinas, tricotecenos e mais de 200 compostos produzidos que
sdo derivadas do metabolismo secundario do fungo e causam efeitos diversos sobre as culturas
afetadas (SCHIWEK et al., 2020; HARTMAN et al., 2019). A infec¢do pode ocorrer nos vasos
condutores e ser translocada até as folhas causando clorose foliar internerval e necrose. A raiz
apresenta manchas com tons avermelhados, comumente mais visiveis na raiz principal e
geralmente localizadas a 1 ou 2 cm no subsolo, sendo observada uma evolugdo da infeccdo que
circunda as raizes, tornando-se visivel uma coloracdo castanho-avermelhada escura, e com a
evolucdo da infeccdo, permite a observacdo de uma massa azulada formada por conidios do
patégeno (FREITAS et al., 2004; HARTMAN et al., 2015; NAVI;YANG, 2016).

O uso de fungicidas quimicos para controlar o Fusarium é comum mas pode ter efeitos
adversos na salde humana e no meio ambiente. Com isso, sabe-se que na rizosfera é possivel
encontrar uma comunidade microbiana que em muitos casos estdo fortemente associadas as raizes
das plantas de forma complexa com grande variedade de interacGes bioldgicas entre elas planta-
patdgeno, planta-micorriza, associacdo entre plantas com fixacdo simbidtica de nitrogénio
atmosférico, ou na atua¢do como rizobactérias na promocao de crescimento vegetal (YIN et al.,
2021; MARIN et al., 2021). Associada a estas interacdes, as comunidades de microrganismos
podem também ser afetadas pelo ciclo vegetativo e por propriedades fisico-quimicas do solo.
Nestas comunidades além de organismos patogénicos, encontram-se também fungos, bactérias e
actinobactérias que possuem a ampla atividade contra fitopatdgenos, por meio da producéo de
metabolitos antimicrobianos secundarios (antibiose), parasitismos, competicdo, enzimas liticas, e
outros (MILANESI, 2013). Além disso, a implantacdo de sistemas produtivos mais sustentaveis
vem sendo uma alternativa vidvel para produtores que buscam reduzir custos produtivos sem
causar tantos danos ambientais e, a0 mesmo tempo, manter altos niveis de produtividade. Nesse
sentido, o controle biolégico por meio de microrganismos surge como uma alternativa para
produtores que desejam reduzir o uso de agrotdxicos e 0s custos associados, uma vez que 0 manejo
bioldgico é considerado uma tecnologia atraente a ser adicionada ao manejo integrado de pragas e
doencgas. Além de reduzir impactos ambientais, essa pratica promove beneficios como promocao
de crescimento, inducdo de resisténcia, ganhos foliares e supressdo de muitas doengas.
(OLIVEIRA et al., 2020).

Considerando o controle bioldgico nas areas, alguns organismos bacterianos tém se

mostrado promissores na restricdo do uso de agrotdxicos, devido ao seu amplo mecanismo de agédo
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antagonista, que inclui o parasitismo direto ou predacdo, a antibiose, a competi¢cdo por nutrientes
e espac¢o, bem como a inducdo de resisténcia do hospedeiro. A producédo de antibidticos é um dos
mecanismos de acdo mais relevantes para esse tipo de controle. (OLIVEIRA, 2015). Bactérias do
género Bacillus induzem o sistema de defesa da planta, tornando-a menos susceptivel ao ataque
de patdgenos, promovendo o crescimento por meio da producdo de fitormdnios. Somado a este
fato bactérias deste género melhoram a assimilacdo dos nutrientes pelas plantas, participam dos
processos de fixacdo de nitrogénio (N), solubilizam o fosforo (P) e reduzem os estresses abidticos
(KHEDHER et al., 2021; VALLEJO et al., 2020; DUKARE; PAUL, 2021). Além disso, a
producdo de enzimas como lipases e quitinases € um mecanismo de acdo efetivo no controle de
fungos fitopatogénicos, pois essas enzimas sdo capazes de degradar a parede celular dos fungos,
que é composta principalmente de quitina e lipideos. Com isso, esse controle bioldgico por meio
da acdo de metabdlitos produzidos pela bactéria permite o controle de muitos patogenos
causadores de doengcas (MORANDI; BETTIOL, 2009; OLIVEIRA, 2015), o que torna a
bioprospecc¢do de microrganismos uma alternativa viavel para o controle do Fusarium nos Gltimos
anos.

A bioprospeccdo refere-se a busca de novos microrganismos com potencial para aplicacdes
biotecnoldgicas, e envolve o isolamento e triagem em varios ambientes incluindo sementes, frutos,
solos, partes vegetativas de plantas, 4gua e sedimentos marinhos (ZHAO et al., 2018;
PRASTIYANTO, 2022). Considerada uma ferramenta essencial na descoberta de novos produtos
e compostos biologicamente ativos para controle bioldgico na agricultura, a microbiologia destaca-
se por ser uma importante fonte de compostos bioativos com diversas estruturas quimicas e
atividades biologicas. Além disso, a microbiologia é crucial para a descoberta de novas enzimas
utilizadas em processos industriais e de biorremediacdo (OYELEKE;AINA, 2020). Destaca-se
ainda que a bioprospecc¢do representa uma abordagem promissora para a busca por novas cepas
com potencial probiotico para a agricultura (MANZANO; ESTEVE-ZARZOSO, 2019).

Um estudo realizado por Zhao et al. (2018) teve como objetivo investigar a diversidade
antifingica de bactérias endofiticas em plantas de soja. Foram avaliadas 82 bactérias, das quais 37
apresentaram atividade antifngica contra o Fusarium spp. in vitro. Os autores identificaram que
as bactérias com maior atividade antifingica pertenciam aos géneros Bacillus, Paenibacillus e
Streptomyces. Além disso, os resultados recentes sugerem que microrganismos probidticos podem

ajudar no controle de fungos fitopatogénicos.
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3. Objetivos
3.1  Objetivo geral

Objetivou-se avaliar o potencial antagonico in vitro de dois bioprospectos no controle

biolégico de Fusarium spp.
3.2  Objetivos especificos

a) Quantificar o crescimento micelial do fitopatdgeno Fusarium spp.;

b) Determinar o indice de velocidade de crescimento micelial do Fusarium spp. quando
cultivado em confronto com os biosprospectos e Bacillus subtilis; Avaliar a taxa de reducéo
de crescimento micelial do Fusarium spp. quando confrontados com os bioprospectos e
Bacillus subtilis;

c) Estimar a porcentagem de inibicdo dos bioprospectos e Bacillus subtilis ao crescimento
micelial do Fusarium spp.;

d) Observar e definir a formacéo do halo de inibig&o entre os bioprospectos e Bacillus subtilis

quando confrontado com o Fusarium spp.

4. Metodologia
4.1. Local de realizagdo do experimento e origem dos microrganismos

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratorio de Sementes e Laboratério de Fitopatologia da
Universidade Federal de Sergipe, campus Sdo Cristovdo, e teve como apoio da empresa
BIOMULTI® que forneceu as cepas dos microrganismos de sua colecdo e do Grupo de Pesquisa
GENAPLANT, no desenvolvimento do trabalho. Os microrganismos trabalhados foram

prospectados pela empresa em area de vegetacdo nativa em regido de Restinga e Cerrado.
4.2. Teste de confronto

O ensaio de confronto foi feito em um delineamento inteiramente casualizado, com 4

tratamentos com 10 repeti¢Ges (Tabela 1).



Tabela 1. Teste de confronto entre os microrganismos.

Confronto
. . Tratamentos
de Microrganismos .
: Fusarium (F)
antagonismo
1 Fusarium (F) FXF
2 Bioprospecto da Restinga (BR) BRXF
3 Bioprospecto do Cerrado (BC) BCXF
4 Bacillus subtilis (BS) BS X F
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As combinagdes de antagonismo foram testadas em placas de Petri com 90 mm de

diametro, esterilizadas em autoclave a 120°C, na pressdo de 0,12 mPa por 15 minutos, nas quais,

apos o resfriamento foi vertido o meio BDA (Batata-Dextrose-Agar). Onde, nas placas contendo

os confrontos entre BR X F, BC X F e BS X F foram inoculados por meio de estrias de

espalhamento até o centro, e adicionado o disco de 5mm contendo o micélio do Fusarium spp. que

também foi inoculado no centro da placa. Para o tratamento controle apenas o disco do micélio do

fungo fitopatogénico foi inoculado no centro da placa.

Em seguida as placas foram incubadas em estufa B.O.D (Biological Oxygen Demand) com

temperatura controlada de 27° C £ 2, sem fotoperiodo por 7 dias e as avaliagdes realizadas a cada

24 horas utilizando o paquimetro digital (Figura 1), fazendo-se a leitura em duas direcoes.

mm in /s ORIGI

A

|

OFF @M ON (@EB ABS/0

FIGURA 1 - Medicdo do crescimento micelial do Fusarium spp. com o paquimetro digital.
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Com esses dados foram determinados o indice de velocidade de crescimento micelial
(Equacéo 1), a taxa de crescimento micelial (Equacéo 2), inibigdo de crescimento micelial (%)
(Equacéo 3) e halo de inibigdo (mm).

Para a determinacéo do indice da velocidade de crescimento micelial foi utilizado a férmula
(IVANOVA, 2019):

V =[@@-b)/t] 1)

Onde:
V é a velocidade de crescimento (mm/dia)
a é o raio final do micélio
b é o raio inicial
t é duracdo em numero de dias de avaliacgéo.

Para a taxa de crescimento foi utilizado a formula (NASCIMENTO et al., 2013):

Tx = [(df / ndi) x 100] 2

Onde:
df é o didmetro final (mm)
ndi € o numero de dias de incubacéo.

Para a determinacdo do percentual de inibicdo de crescimento (PIC) micelial de Fusarium
spp. Foi utilizado a férmula (TAHEUR et al., 2019):

PIC = [(mAc- mAt) / mAc] x 100 3)

Onde:
PIC foi a porcentagem de inibicéo do crescimento;
mAc média do diametro do crescimento micelial nas placas controle;

mAt média do didmetro do crescimento micelial nas placas tratadas, no dltimo dia de avaliacéo.
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4.3. Andlise Estatistica

Os dados foram avaliados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk a 5% de
probabilidade. Quando ajustados a distribuicdo normal foi realizado a andlise de variancia
(ANAVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Para as analises
estatisticas foi utilizado o pacote EXpDes (FERREIRA et al., 2014) do software R versdo 4.2.2.
(R-CORE-TEAM, 2016). Os gréaficos foram elaborados a partir das médias no software Systat
SigmaPlot Versdo 14 (SYSTAT SOFTWARE).
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5. Resultados e discussao

Observou-se a formacéo de halo de inibicdo (Figura 2), de modo que o BR apresentou uma
reducdo do halo inicial no periodo entre 24 a 96 h de apos a inoculacdo (Figura 3), seguido de
aumento até 168 h. O BC apresentou resultado semelhante, onde teve um declinio entre os periodos
de 24 h com 120 h. A partir deste periodo ocorreu um crescimento de 1,02 mm para 2,96 mm até
a ultima avaliacdo. O BS diferenciou-se dos demais pois apresentou uma maior variacdo de modo
que ate o terceiro dia ocorreu o decréscimo no crescimento, seguido de um aumento entre 72 h e
144 h com posterior queda de 2,56 para 0,83 mm na avaliagdo de 168 h.

BSXF BRXF BCXF

FIGURA 2 - Halo de inibicdo ao 6° dia de avaliacao.
Tratamentos: BS X F = Bacillus subtilis vs Fusarium spp., BR X F = Bioprospecto restinga vs Fusarium spp.,

BC X F = Bioprospecto cerrado vs Fusarium spp.; HI = Halo de inibig&o.
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Formagéo do Halo de Inibi¢do nos Tratamentos

3,5
2,5

15

0,5

Halo inibi¢do (mm)
N

24 48 72 96 120 144 168

Horas avaliadas

—4—BRXF —8—BCXF —4—BSXF

FIGURA 3 — Formagdo do halo de inibi¢do nos tratamentos.

Tratamentos: BR X F = Bioprospecto restinga e Fusarium spp.; BC X F = Bioprospecto cerrado e Fusarium spp. e

BS X F = Bacillus subtilis e Fusarium spp.

Essa presenca do halo de inibicdo entre 0os microrganismos em muitos casos é gerada a
partir de metabdlitos secundarios liberados como surfactina, fengicina e iturina produzidos por
bactérias como o Bacillus subtilis, as quais possuem a capacidade de influenciar no crescimento
de microrganismos. Alguns destes compostos sdo lipopeptideos capazes de biocontrolar doencas
de plantas (TINAJERO et al., 2022). Com isso, a acdo destes metabolitos além de influenciar na
inibicdo também podem influenciar no percentual de inibicdo do crescimento micelial do

Fusarium spp.

PORCENTAGEM DE INIBICAO DO CRESCIMENTO
MICELIAL DO FUSARIUM SPP.

ns

ns ns
80 -

PORCENTAGEM DE INIBICAO (%)

60 A

40 4

20 4

Bacillus subtilis  Bioprospectodo  Bioprospecto da
Cerrado Restinga
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FIGURA 4 - Inibicdo de crescimento micelial (%) de Fusarium spp. ap6s incubacdo em estufa

B.O.D por 7 dias empregando bioprospectos do Cerrado e da Restinga.

ns = ndo significativo, pelo teste F (p>0,05).

Os microrganismos BS, BC e BR avaliados no ensaio de confronto ndo apresentaram
diferencas significativas em relacdo ao percentual de inibicdo do crescimento micelial do
Fusarium spp., possuindo médias acima de 60% de inibicdo ao crescimento micelial do
fitopatdgeno. Essas médias de resultados foram superiores aos encontrados em um trabalho que
avaliou o biocontrole antagonista in vitro do Fusarium oxysporum e Dickeya chrysanthemi, onde
perceberam que isolados do Bacillus subtilis reduziram o raio de crescimento do Fusarium
oxyporum, apresentando um percentual médio de inibigao de quase 50% e um crescimento ao redor
do fungo, atuando na competicdo por espaco e nutrientes, impedindo o desenvolvimento do fungo
(TINAJERO et al., 2021).

Os valores encontrados no percentual de inibicdo indicam que 0s microrganismos
prospectados BR e BC apresentam o potencial de inibir o crescimento do Fusarium spp.
semelhante ao Bacillus subtilis, bactéria que ja € reconhecida por ser capaz de se adaptar ao
ambiente e desenvolver um mecanismo de acdo diverso capaz de competir por nutrientes e espaco
reduzindo a ac&o de microrganismos patogénicos (CESA-LUNA etal., 2020, QUIAO et al., 2023).

Ao comparar os trés tratamentos é possivel observar que no primeiro dia de avaliacdo com
24 h apds incubacdo o BC ja havia colonizado toda a placa (Figura 5), seguido pelo BR, e 0 BS
havia iniciado o crescimento. Porém, é notorio o inicio de formacdo do halo de inibicdo, que
comeca a ser reduzido a partir de 72 h, finalizando a avaliagéo de 168 h sem presenca de halo de
inibicdo. No bioprospecto da Restinga houve crescimento no 72 h e na avaliagdo de 168 h apresenta
um pequeno halo proximo do micélio fangico. O bioprospecto do Cerrado, continuou
desenvolvendo suas col6nias ao longo das avaliacdes formando um pequeno halo de inibi¢cdo em

72 h, mas que reduz seu tamanho na avaliagdo de 168 h.
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FIGURA 5 - Comparacao entre os tratamentos e a testemunha ap6s 24 horas, 72 horas e 168 horas

de incubacao.

Tratamentos: F X F = Fusarium spp. isolado; BR X F = Bioprospecto Restinga X Fusarium spp.; BC X F = Bioprospecto

Cerrado vs Fusarium spp.; BS X F = Bacillus subtilis vs Fusarium spp.

Ainda é possivel identificar que mesmo apresentando semelhanca na formacéao do halo de
inibicdo para a avaliagdo de 168h, a Bacillus subtilis reduz a formagdo do halo de inibigdo para
menos de 1mm de diametro, enquanto que foi observado em trabalho avaliando cepas de Bacillus
isoladas de amostras de tomate, uma zona de inibi¢cdo em torno de 19,43 mm quando confrontadas
com o F. oxysporum IB3q, e 21,47 mm quando utilizou o fungicida quimico carbendazim
(ADEDIRE et al., 2023).

No entanto, mesmo com a formag&o do halo de inibicdo, houve um crescimento micelial
do fungo ao longo dos dias (Figura 6), onde € possivel observar o diametro médio do micélio do

Fusarium spp.
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CRESCIMENTO MICELIAL DO FUSARIUM SPP.
80 -

70 -
60 -
50 -
40 -

30 4

DIAMETRO MEDIO

20 A

10 4

24 48" 72" 96" 120 144" 168
PERIODO DE AVALIAGAO
—@— BACILLUS SUBTILIS vs FUSARIUM SPP.
—@&— BIOPROSPECTO DO CERRADO vs FUSARIUM SPP.
—v— BIOPROSPECTO DA RESTINGA vs FUSARIUM SPP.
—w»— FUSARIUM SPP.
Figura 6 - Crescimento micelial de Fusarium spp. mediante aplicacdo dos tratamentos ao longo

das 168 h.

ns = ndo significativo, pelo teste F (p>0,05). Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Observa-se que ao longo do periodo de avaliagdo Fusarium teve crescimento diferente
entre os tratamentos. No entanto, pelo teste de normalidade de Shapiro-wilk apenas os valores
encontrados nos periodos de avaliacdo de 24, 120 e 168 horas apresentaram distribuicdo normal.
Onde nas primeiras 24 h de incubag&o o didmetro dos micélios confrontados com os da testemunha
apresentaram-se como nao significativos, pelo teste F (p > 0,05). No entanto, nos periodos de
avaliacdo 120 h e 168 h os resultados diferenciaram sendo que o tratamento controle apresentou
um maior crescimento micelial e os demais ndo diferiram entre si.

Os bioprospectos e 0 BS reduziram o crescimento micelial do fungo, impedindo o seu
desenvolvimento de forma rapida. Se observou um crescimento de Fusarium em torno de 80 a 90
mm de didametro a 28 °C no escuro (KALMAN et al., 2020). Além disso, percebe-se que a BS na

ultima avaliacdo de 168 h apresentou uma reducdo no diametro médio quando comparada com a
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testemunha, tendo em vista que manteve a média proxima de 20 mm, e a testemunha acima de 70
mm. Essas médias foram proximas as encontradas em trabalho analisando a eficiéncia de Bacillus
subtilis na supressdao do Fusarium oxysporum, onde a testemunha apresentou um diametro médio
de 9 cm e 1,2 cm quando pareado junto ao Bacillus subtilis (JASSIM;ATI, 2022).

Em relacdo a taxa de crescimento micelial do Fusarium spp. também ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos avaliados, apenas a testemunha apresentou diferenga quando

comparada aos tratamentos, apresentando os maiores valores (Figura 7).

TAXA DE CRESCIMENTO
50 - MICELIAL

40 -~

Il BACILLUS SUBTILIS vs FUSARIUM SPP
BIOPROSPECTO DO CERRADO vs FUSARIUM SPP
BIOPROSPECTO DA RESTINGA vs FUSARIUM SPP
FUSARIUM SPP

30 4

%

20 B

10

Figura 7 - Taxa de crescimento micelial de Fusarium spp. pareados com 0s microrganismos.

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A taxa de crescimento micelial para os tratamentos se mantiveram abaixo de 20%, em
contrapartida a testemunha ficou com valores acima de 40%, o que indica que os tratamentos
utilizados apresentam potencial de reducdo na taxa de crescimento micelial de Fusarium spp. Com
iss0, deve-se considerar que alguns microrganismos como o0 BS possuem a capacidade de produzir
substancias como surfactina que apresenta um efeito inibidor lento e persistente, e quando exposta
por mais tempo ao fungo, atua na inibicao de crescimento em torno de 52,50% (L1U et al., 2023).

Similarmente o indice de velocidade de crescimento foi superior no tratamento controle

guando comparado aos demais, sendo que estes ndo diferiram entre si (Figura 8).
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indice de velocidade de
crescimento micelial
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BIOPROSPECTO DO CERRADO vs FUSARIUM SPP
BIOPROSPECTO DA RESTINGA vs FUSARIUM SPP

. BACILLUS SUBTILIS vs FUSARIUM SPP
8 | [ FUSARIUM SPP

mm/h

Figura 8 - indice de velocidade de crescimento micelial de Fusarium spp. ao sétimo dia nos

diferentes tratamentos.

Médias sequidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

De forma geral, as bactérias do género Bacillus apresentam atividade fungicida e ou
fungistatica, devido a liberacdo dos lipopetideos, e com isso, pode atuar de forma erradicante,
eliminando diretamente estruturas do fungo, bem como, reduzindo ou impedindo o
desenvolvimento dos patdgenos. Estes compostos atuam de certo modo na reducdo da taxa de
crescimento e na velocidade de crescimento, tendo como exemplo de metabdlitos secundarios a
micosubtilina que € capaz de formar poros na membrana celular do patégeno e reduzir seu
desenvolvimento, assim como outros compostos secundarios que sdo capazes de agir de forma
inibitéria como bacilibactina, terpenos e subtilina (NAVARRO et al., 2023).

Dessarte esta pesquisa, para que seja definido o mecanismo de acdo do BR e do BC ¢
necessario que se realize testes como o PCR (Polymerase Chain Reaction ou Reacdo em Cadeia
da Polimerase), que é utilizado para amplificar, detectar e quantificar algumas das sequéncias
especificas de acidos nucleicos visando a analises de genes, além de testes para avaliar a acéo de
metabolitos secundarios e testes enzimaticos buscando se obter dados mais precisos sobre as

enzimas produzidas pelos microrganismos de interesse.
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6. Concluséao

Os microrganismos prospectados Restinga e Cerrado apresentaram reducéo no indice de
velocidade e na taxa de crescimento do Fusarium spp.

Ainda demonstraram-se eficiente na inibicdo do crescimento do fitopatdgeno com
percentuais de inibi¢do acima de 60%.

Além disso, observou-se a formacdo do halo de inibicdo de crescimento entre o0s
bioprospectos Cerrado e Restinga quando confrontados com o Fusarium spp.

Portanto, os microrganismos prospectados do Cerrado e Restinga apresentam potencial de
controle in vitro de Fusarium spp. semelhante ao Bacillus subtilis. Contudo, ndo foi possivel
afirmar se 0os mecanismos de acdo sdo iguais, sendo entdo necessarios novos experimentos e
avaliacBes como andlises enzimaticas e de metabdlitos secundarios, e descricdo em PCR para a

total descricdo destes.
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