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RESUMO

No Brasil, a producdo de feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) é
prejudicada por vérios fatores, principalmente as doencas radiculares causadas por
fungos. Devido aos danos significativos ocasionados por esses agentes nas lavouras
de feijao, agricultor vem intensificando uso de compostos quimicos, acarretando, por
conseguinte, em uma série de danos irreparaveis ao meio ambiente e ao ser humano.
Como alternativa aos impactos ocasionados pelo uso dos fungicidas, estudos voltados
para utilizacdo de agentes de biocontrole, em especial bactérias do género Bacillus
spp, tém aumentado em importancia, visto que apresentam uma variedade de
mecanismos de acdo antifungicas. Desta forma, a presente pesquisa objetivou
selecionar microrganismos do género Bacillus com potencial uso no biocontrole de
fitopatogenos acometidos nas plantacdes de feijdo-caupi. Deste modo, as bactérias
do género Bacillus foram isoladas de amostras de solo coletadas no municipio de
Cedro- PE, e submetidas a tratamento térmico; apoOs isso, 12 isolados foram
selecionados e submetidos a testes morfofisioldgicos, bioquimicos e antagbnicos. A
morfologia bacteriana foi observada através da coloracdo de Gram, no qual foi
identificado a forma bacilar dos microrganismos, sendo, por conseguinte inoculados
em meios bioquimicos especificos para a selecdode bactérias com caracteristicas
similar ao Bacillus subtilis (ATCC 6633). Apds o processo seletivo, foi executado o
teste de pareamento de culturas em placa de Petri,onde, a atividade antagbnica das
bactérias isoladas foram avaliadas frente aos fungos fitopatogénicos Rhizoctonia
solani Kuhn, Fusarium oxysporum f. sp. Tracheiphilum e Macrophomina phaseolina.
Os resultados obtidos evidenciaram que apenas o isolado IPA 125 foi capaz de inibir
o crescimento micelial in vitro apresentando uma elevada atividade antagonica frente

a Rhizoctonia solani Kuhn, Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum e macrophomina

phaseolina, sendo obtidos halos de 88,4 + 1,2 €, 883 + 25 C e 539 + 3,1 2@
respectivamente. Dessa forma, esse estudo contribui e permite vislumbrar a utilizagao
Bacillus spp. IPA 125 na produgé&o de biofungicidas com potencial supressor a doencas

radiculares acometidas nas sementes de feijao- caupi.

Palavras chaves: controle biolégico, antagonismo; feijdo-caupi; doencas radiculares;
fungicidas



1.INTRODUCAO

O feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) € uma leguminosa originaria do
continente africano que foi trazida e introduzida no Brasil através da colonizacao
portuguesa no século XVI. Devido a sua adaptabilidade, resisténcia a doencas e a
secas sua cultura passou a integrar um dos principais cultivos de subsisténcia das
regides norte e nordeste do Brasil (SOUZA, 2021). Porém, apesar da sua rusticidade,
o feijdo-caupi apresenta susceptibilidades diante das adversidades ambientais, nos
quais sao capazes de reduzir e inviabilizar a producgéo local (DEMARTELAERE et al.,
2021).

Dentre os fatores que oneram a cultura do feijdo-caupi destacam-se 0s
patégenos radiculares, principalmente os fungos patogénicos tais como Rhizoctonia
Solani, Fusarium spp., e Macrophomina phaseolina (SOBRINHO et al.,2020). A
incidéncia desses agentes patogénicos nas areas de plantio, associados aos fatores
hidricos e temperatura, ocasiona prejuizos significativos a economia, que resultou em
perdas de até 40% na segunda safra em 2020/2021, no estado de Pernambuco
(SILVA, 2021; CONAB,2021). Para tentar minimizar os danos causados por esses
agentes fangicos ao agronegocio, produtores vém intensificando de forma
indiscriminada o uso de compostos quimicos para favorecer a produtividade, bem
como o manejo da doenca nas plantagcbes de feijao. Entretanto, a utilizacdo
exacerbada desses agentes quimicos tem intensificado os impactos ambientais, uma
vez que apresentam em sua composic¢ao principios ativos toxicos com amplo espectro
de acdo (MONTALVAO, 2016).

Em virtude das adversidades decorrentes da utilizagdo indiscriminada dos
agroquimicos e de seus respectivos danos, o interesse por estratégias eficientes e
ambientalmente seguras tém se intensificado. O aumento da importancia de
microrganismos endofiticos como ferramenta de biocontrole de fitopatégenos
radiculares em diferentes culturas apresenta-se como uma alternativa promissora,
pois apresentam capacidade tanto de reduzir quanto de eliminar a presenca dos
fungos patogénicos na area de plantio (LANNA, et al.,2010).

Dentre os microrganismos utilizados no controle de fungos patogénicos,
destacam-se as bactérias do género Bacillus spp., pois apresentam caracteristicas
gue propiciam alta capacidade competitiva e sobrevivéncia em nichos ecolégicos
adversos (EINLOFT,2016). Essa habilidade competitiva esta relacionada agrande

versatilidade de mecanismos de acao desempenhado pelo Bacillus, a exemplo
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disso temos a sintese de substancias deletérias, como também a competi¢cdo por
nutrientes e espaco. Em especial, as bactérias pertencentes a esse género detém
excelentes vantagens de sobrevivéncia, visto que apresentam estruturas de
resisténcia, endosporo, que confere a esta manutencdo em condicbfes ambientais
desfavoraveis, como variacbes drasticas de parametros fisico-quimicos do meio
(temperatura, disponibilidade hidrica ou a disponibilidade de fontes de carbono)
(SHIOM et al.,2008; CARVALHO et al., 2011).

Embora o género Bacillus possua caracteristicas importantes para o controle
biolégico, a espécie Bacillus subtilis se destaca por possuir de 4 a 5% de seu genoma
dedicado a sintese de antibiéticos, totalizando mais de duas duzias de compostos
antimicrobianos (STEIN, 2005). Dentre os compostos produzidos com potencial para
atividade antifingica destacam-se os lipopeptideos ciclicos, sufractinas, fengicinas e
as iturinas, que devido a sua estrutura quimica conseguem ter acesso a membrana
celular do fungo, levando a um extravasamento citoplasmatico acarretando a morte
da célula (EINLOFT,2016).

Essa capacidade antifingica tornou a espécie de B.subtilis como a principal
bactéria utilizada na producdo de biofungicidas comerciais, tendo como alvo 0s
principais fitopatdgenos para culturas especificas, tais como: Serenade (Vinhedos,
nozes, legumes e frutiferas), Kodiak (Algoddo, legumes e soja), Subtilex
(Ornamentais, culturas de campo e legumes). Esse potencial antifingico, pode
apresentar diferenciacdo na fabricagdo dos bioformulados uma vez queos
microrganismos, mesmo pertencentes a mesma espeécie, apresentam caracteristicas
competitivas Unicas, diferenciando os isolados em capacidade de sobrevivéncia,
adaptabilidade e eficacia (Pérez-Garcia et al., 2011).

Contudo, com o objetivo de se obter agentes de controle biologico
potencialmente eficientes frente a fitopatdgenos do feijdo-caupi, esse trabalho realizou
uma selecdo de bactérias do género Bacillus spp., isoladas do solo de cultivares de
Vigna unguiculata (L.) Walp do municipio de Cedro- PE, para avaliar in vitro seu
potencial antagbnico contra os fitopatdgenos Macrophomina phaseolina, Fusarium

oxysporum f. sp. tracheiphilum e Rhizoctonia solani.



2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 FEIJAO CAUPI

O caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) comumente conhecido como feijao-
fradinho, de corda ou macassar, € uma dicotiledénea de origem africana pertencente
a ordem Fabales, familia Fabaceae, subfamilia Faboidea e género Vigna. Essa
espécie de feijao integra uma das principais culturas de subsisténcia das regides norte
e nordeste do Brasil, sendo uma importante fonte nutricional na dieta da populagao de
paises em desenvolvimento, uma vez que apresentam um elevado teor de proteinas
e carboidratos, além de fibras alimentares, vitaminas e minerais, como também a
baixa quantidade de gordura (MELO,2019; ROCHA et al., 2017).

Por seu valor nutritivo e alta adaptabilidade, as condi¢des ambientais distintas,
o feijdo caupi vem se expandindo nas areas agricolas do Brasil, apresentando, em
2019, uma producéo e produtividade equivalentes a 700 mil toneladas e 545 kg/ha-.
Sua producdo esta concentrada na regido Nordeste, sobretudo no semiarido dos
estados do Piaui, Bahia e Ceara, alcancando cerca de 398 mil toneladas com um
rendimento médio de 394 kg/ha:. (CONAB, 2021; EMBRAPA ARROZ E FEIJAO,
2020). Especificamente, no ano de 2021, o estado de Pernambuco, em especial na
mesorregido do sertdo (chapada do araripe e regides serranas), obteve emsua
producéo final aproximadamente 24,1 mil toneladas distribuidos em 104,7 mil hectares
(CONAB,2021).

Apesar da grande produtividade, o feijdo-caupi é principalmente cultivado por
pequenos produtores da agricultura familiar onde seu cultivo esta voltado para a
producao de gréos, verdes ou secos, no qual podem ser consumidos in natura,na forma
de conserva ou desidratado. Além disso, as plantas podem ser utilizadas para
alimentacdo animal e adubos verdes na agricultura (CRUZ, 2021).

Embora o feijdo-caupi seja uma espécie exoética, que possui uma baixa
exigéncia hidrica e baixos suprimentos essenciais para 0 seu desenvolvimento, assim
como qualquer outra espécie esta suscetivel as condicbes ambientais bidticas do qual
esta inserido, podendo ser afetada ou inviabilizada pela incidéncia de doengas, entre
as quais aquelas provocadas por fungos radiculares. Embora haja outros patégenos
envolvidos num complexo de fungos que causam doencgas no caupi, especificamente,
Rhizoctonia solani Kuhn, Macrophomina phaseolina e Fusarium oxysporum f. sp.
tracheiphilum s&o considerados os mais prejudiciais. (SILVA,2021; GOUVEIA et al
.,2021; VIEIRA et al., 2010).
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Os prejuizos decorrentes da incidéncia dessas doencas provocadas por R.
solani nas lavouras, chegaram a atingir até 80% de desfolha em gendtipos de feijao-
caupi de porte ereto em plantios de Roraima (Nechet; Halfeld-Vieira, 2007) e de
perdas de até 50% na regido da TransamazOnica no estado do Para. Além das
problematicas ocasionadas pelo fungo R. solani nas lavouras de feijdo, Segundo
Poltronieri et al. (1994) no Para a podridéo cinzenta do caule provocada pelo patégeno
Macrophomina phaseolina vem sendo a segunda doenca em ordem de importancia
referente a percentagem de ataque e severidade, comprometendo a producao desse

grdo como também perda econémica dos produtores.

2.2 PATOGENOS DO FEIJOEIRO

2.2.1 Macrophomina phaseolina

Macrophomina phaseolina € um fungo polifago de solo pertencente ao Filo
Ascomycota, Sub Filo Pezizomycotina, Classe Dothideomycetes, Ordem
Botryosphaeriales, Familia Botryosphaeriaceae. Esse género é caracterizado pela
formacdo de estruturas designadas como microesclerddios e picnidios (estrutura
reprodutiva). Estas estruturas primarias de resisténcia denominadas de
microesclerédios, servem como fontes de dispersdo do patdgeno no campo, onde em
condi¢cBes adversas podem perdurar no solo por longos periodos, entre 2 a 15 anos.
(MARQUEZ et al., 2021; RAMTEKE. 2012; ).

Sob condicdes de altas temperaturas (30 °C - 35°C) do solo e baixo potencial
hidrico, os microesclerddio, principal fonte de indéculo, iniciam o seu processo de
germinacao, bem como a produgao de massa de hifas, nas quais colonizam- se na
epiderme do hospedeiro no estagio de plantula. Que em seu primeiro contato com
raizes, conseguem atingir o sistema vascular, impedindo o transporte de nutrientes e
agua paras as partes superiores do vegetal, causando danos com maior intensidade
nas culturas de feijao-caupi. (POLTRONIERI et al.,1994; BELLE & FONTANA, 2018).

M. phaseolina € um parasita facultativo que coloniza o hospedeiro de forma
intra e intercelularmente. Possui um amplo espectro de acdo sob os hospedeiros,
infectando em torno de 500 espécies de flora em mais de 100 familias. Esse patdgeno,
€ responsavel por causar infec¢cdes como podriddo do carvéo, praga das plantulas,
podriddo do caule e daraiz, sendo capaz de infectar o feijao-caupi em todos os
estagios de seu desenvolvimento (MARQUEZ et al., 2021).
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Segundo Dhingra & Sinclair (1978) a disseminacgao do fungo de um campo para
outro esta comumente relacionada com os implementos agricolas, vento, animais,
aguas de irrigacdo, assim como também, através das sementes contaminadas. Esses
parasitas, nas regifes norte e nordeste do Brasil, apresentam maiores niveis de
ocorréncias, uma vez que retratam condicdes ambientais favoraveis para seu
desenvolvimento, acarretando perdas substanciais de produtividade que podem
chegar a 100% no rendimento da cultura (SILVA, 2021; CARDOSO, 1990).

As plantas infectadas, geralmente, apresentam as sintomatologias como
senescéncia das folhas e amarelecimento, escamacao dos tecidos corticais do caule
inferior e da raiz principal e presenca de uma coloracdo acinzentada desses tecidos
em consequéncia do quantitativo de micro esclerddios presente no local, sendo eles
capaz de resultar na morte prematura da planta (MARQUEZ et al.,2021; MENGISTU
et al., 2011; BIANCHINI; MARINGONE; CARNEIRO, 2005).

2.2.2 Rhizoctonia solani Kuhn

Rhizoctonia solani é basidiomiceto necrotrofico, cosmopolita e onipresente no
solo que inflige danos a diversas culturas economicamente importantes. Esta espécie
€ considerada um dos principais fungos patogénicos de plantas responsavel por
provocar perdas anuais de rendimento de colheita (20-40%) em todo o planeta (ABBS
et al., 2019). Por apresentar caracteristicas como, agressividade patogénica,
capacidade de competicdo saprofitica, além de possuir um amplo espectro de agéo
em hospedeiros e producao de esclerdcios. A estratégia de manejo desse agente em
culturas torna-se muito dificil (GOUVEIA et al., 2021).

O agente causal da rizoctoniose também conhecida como mela ou requeima é
um dos responsaveis pelo tombamento (damping off) de plantulas de feijao-caupi. Os
sintomas da doenga ocorrem geralmente nas fases iniciais de desenvolvimento da
cultura, tendo o solo como a principal fonte de ataque, causando podriddes de raizes,
reducdo do crescimento, murchas de folhas, podriddo de sementes, presenca de
lesGes pardo-avermelhadas bem delimitadas e deprimidas (cancros) na base do caule
resultando no tombamento de mudas (Kalim et al., 2003; SOBRINHO et al., 2020).

O fungo R. solani em sua forma sexuada corresponde ao basidiomiceto

Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk. Entretanto, sua fase assexual ocorre
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mundialmente, promovendo severas doencas em uma diversidade de plantas
cultivadas (OLIVEIRA, 2011;). Em altas temperaturas do solo associada com elevada
umidade relativa e com periodos prolongados de chuvas, a uma intensificacdo da
agressividade desse patdgeno, uma vez que as condicbes favorecem o0 seu
desenvolvimento. A sua disseminacao, em campo, esta interligada normalmente pelo
uso de maquinario, implementos agricolas, e aguas da superficie, bem como pelo ar
(POLTRONIERI et al., 1994; REIS & LOPES, 2011).

2.2.3 Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum

Pertencente ao Reino Fungi, Filo Ascomycota, Classe Sordariomycetes, Ordem
Hipocreais, Familia Nectriaceae (MICHIELSE & REP, 2009). O Fusarium é um género
de fungos filamentosos que engloba importantes fitopatbgenos de plantas e
contaminantes produtores de micotoxinas de alimentos. Com mais de 120 formae
speciales, o Fusarium oxysporum é considerado como o quinto entre os 10 principais
patdgenos de importancia cientifica/ econdmica (SAMPAIO et al., 2020).

O F. oxysporum € um fungo cosmopolita que parasita uma vasta variedade de
plantas, acarretando a murcha de fusarium, que € uma sindrome vascular letal
acometida em hortalicas, leguminosas, flores e culturas de campo. Esse patdégeno se
reproduz de forma assexuada através da formacao de esporos do tipo clamidésporos.
Uma vez inseridos em condicfes desfavoraveis, essas estruturas de resisténcia
permanecem em estado de dorméncia por longas estacdes, atingindo
aproximadamente 30 anos (JOSHI, 2018; GRANADA et al., 2001).

Por apresentar inUmeras formae especiales, nas quais se especializaram em
atacar diversos hospedeiros. Em virtude desse fator, os diversos cultivares de caupi
podem apresentar reacdes diversificadas a cada uma delas (LAZAROTTO, 2013). A
fusariose acometida pelo F. oxysporum f. sp. tracheiphilum, apresenta sintomatologia
bastante tipica nas plantacdes de caupi, como a presenca de folhas amareladas que
secam e caem. Os sintomas caracterizam-se, primeiramente, pela reducédo do
crescimento da planta, que ao progresso da doencga ocasiona clorose acompanhada
de queda prematura das folhas, que ao evoluir, gera murcha e morte do vegetal
(VIEIRA et al.,2010; OLIVEIRA et al.,2019).

A doenca se manifesta, normalmente, em condicbes que favorecem a

temperatura do solo e ar em torno de 28°C. Onde permite a germinacéo e o
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alongamento dos esporos fungicos em direcdo as raizes da planta hospedeira,
viabilizando sua penetragdo. Uma vez dentro da raiz, as hifas invadem o cortex
radicular, atingindo o sistema vascular, onde irA se multiplicar e colonizar até a
completa murcha da planta. ApGs ocasionar a morte total do hospedeiro, o parasita
inicia sua fase de esporulacéo profusa na regido da superficie da planta, dispersando
estruturas na fase de micro e macroconidios no solo. Normalmente, essa infeccéo
surge em reboleiras que vao ascendendo a medida que a area continua a ser plantada
com a mesma cultura. (BELLE & FONTANA, 2018 & VIEIRA et al.,2010; SAMPAIO et
al., 2020).

2.3 CONTROLE DOS PATOGENOS DO FEIJAO-CAUPI

Na agricultura moderna o tratamento de sementes a base defungicidas
€ um controle preventivo contra patégenos radiculares em que possibilita aprotecéo da
cultura desde a germinacdo até a fase inicial de desenvolvimento. Mas, apesar dos
beneficios advindos do tratamento quimico desses graos, esta técnica demanejo pode
impactar o meio ambiente, como também comprometer a simbiose entre planta e
bactérias fixadoras de nitrogénio (GOMES et al., 2021).

O manejo das sementes mediado a partir do tratamento quimico necessita de
conhecimentos basicos sobre as doengas que incidem nas lavouras do caupi, uma
vez que a composicdo dependera do patdégeno alvo. Segundo Poltronieri et al (1994),
o controle dos patégenos radiculares nas culturas incluem outras medidas de manejo
de carater preventivo além dos fungicidas ja utilizados, dentre eles sdo: rotacdo de
culturas, sementes sadias, aracdo profunda, utilizacao de cultivares resistentes, entre
outros. Segundo o mesmo, no Para em 1994, os métodos de controle recomendados
para as sementes a base de compostos quimicos frente a podriddo cinzenta do caule
causada por Macrophomina phaseolina, baseavam-se no uso de fungicidas a base de
benomyl ou thiabendazol (2 g/kg de sementes), ou ainda com a mistura benomyl +
thiram (2 g + 2 g do produto comercial (p.c) Ikg de sementes). Tendo resultados mais
promissores com a utilizacdo benomyl, devido ao seu espectro de acdo que controla
o fungo tanto interna quanto externamente nas sementes.

Entretanto, atualmente, através das mutagfes a Macrophomina phaseolina
tornou-se mais resistente aos compostos utilizados ao longo dos anos, quepor seguinte
desencadeou uma dificil contengcdo do mesmo nas areas de plantio, sendo necessario

novas estratégias quimicas. Ha registros nos quais demonstram a
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alternativas de manejo com a utilizacdo fungicidas sistémicos e n&o sistémicos
(carbendazim, difenoconazol, benomil, azoxistrobina, dazome) em diferentes
concentracfes resultando na sensibilidade do fungo. (MARQUEZ et al.,2021;
LOKESH et al.,2020).

Obter sensibilidade das doencas dos solos, como por exemplo a murcha de
Fusarium acometida pela espécie F. oxysporum, é uma tarefa dificil, ndo apenas em
leguminosas, mas em todas as espécies de plantas, sendo necessario a integragéo
de diferentes medidas de ag&o. Por ser considerado um fungo com uma alta
transmissibilidade pelas sementes, o uso de sementes sadias e tratadas com a
mistura dos fungicidas thiram + benomyl (2 g + 2 g do p.c/kg de sementes) € essencial
para a protecdo desses graos. Além desses fungicidas, outros fumegantes como
carbendazim, dazomet, cloropicrina e 1,3-dicloropropeno sdo comumente utilizados
nas plantacdes de feijao frente a murcha, uma vez que apresentam eficiéncia
contra doencas transmitidas pelo solo. Sendo eles caracterizados como compostos
guimicos alternativos e menos impactante a camadade 0z6nio como o brometo de
metila (Poltronieri et al .,1994; Sampaio et al.,2020).

Embora as medidas preventivas incluam uma diversidade de fungicidas em que
visam a minimizagdo dos prejuizos decorrentes da incidéncia dessas doencas,
existem patdgenos habitantes do solo, como por exemplo a R. solani, agente causal
da mela em cultivo de feijao-caupi necessitam de um manejo integrado (adocéao de
varias praticas em conjunto), uma vez que de forma isolada através da pulverizacéo
de agentes quimicos suas estruturas de resisténcias denominadas de esclerodios
permanecem no ambiente (Benchimol et al., 2021; ABBAS et al., 2019) que em
condi¢cdes favoraveis se desenvolvera ocasionando novos danos as lavouras de

caupi.

2.3.1 CONTROLE QUIiMICO

Com os avancos tecnoldgicos e a necessidade de ascender a produtividade
agricola, bem como a erradicacdo da fome na década de 1950, originou-se a
Revolucdo Verde em que consistiu na modernizacdo e modificagdo radical das
técnicas do sistema de producédo agricola em escala global (NODARI, 2018). Esses
avancos, permitiu a inser¢cdo de uma grande variedade de substancias sintéticas no

meio ambiente. Dentre elas, destacam-se os agrotoxicos (inseticidas, fungicidas,
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herbicidas, nematicidas e afins), no qual tem por finalidade agir na reducdo ou
prevencao de pragas e doencas agricolas (LINS et al.,2021)

Segundo a classificacdo realizada pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), os agrotoxicos sdo substancias quimicas e fisicas que tem
por objetivo alterar a composi¢do quimica da flora, a fim de impedir proliferacado de
pragas, doengas ou ervas daninhas. Essas substancias por sua vez possuem um
baixo peso molecular, geralmente com baixa solubilidade em agua e alta atividade
biol6gica, que, por conseguinte acarreta um favorecimento no processo de
produtividade rural. (MAY, 2021/ MAPA, 2019).

Entretanto, essa otimizacdo nos cultivares agricolas oriundo dos principios
ativos das moléculas de biocidas, inevitavelmente, apresentam elementos ou
compostos potencialmente poluentes, como metais pesados, surfactantes,
emulsificantes, entre outros. O acumulo desses compostos especificamente 0s metais
pesados sob altos niveis de concentracdo desencadeiam a uma toxicidade no
estabelecimento e desenvolvimento das plantas. Além da sua presenca excessiva
favorecer o processo de degradacdo quimica no solo provocando assim efeitos
adversos sobre os microrganismos local, alterando, consequentemente, a
funcionalidade e perda da biodiversidade tal como a reducdo da fertilidade do solo
(Steffen et al., 2011; MONTALVAO, 2016).

Logo, a intensa aplicacdo destes insumos nas areas agricolas convencionais
implica em uma série de danos irreparaveis, uma vez que alguns constituintes dos
agrotoxicos apresentam fatores nos quais nao sao biodegradaveis. Dessa maneira
estes compostos acumulados no solo a base de cadmio, cromo, cobre, mercurio e
zinco, intensificam as externalidades negativas do seu uso, visto que integram o grupo
de metais com maior risco de contaminacdo ambiental, resultando sérios problemas
a saude humana bem como a ocorréncias de mutacdes genéticas como também a
selecdo de patdgenos resistentes aos principios ativos (LIMA et al., 2000;
MONTALVAO, 2016).

2.3.2 CONTROLE BIOLOGICO

Atualmente, 0 manejo de pragas e patdégenos nas culturas agronémicas esta
fundamentado no uso de compostos quimicos. Entretanto, o uso excessivo e

inadequado desses agrotoxicos na agricultura convencional implica em uma série de
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danos irreparaveis ao meio ambiente, tal como a deterioracdo da saude dos
trabalhadores locais e dos consumidores, além de proporcionar o aceleramento de
resisténcia desses patdgenos (LIMA et al., 2000; MONTALVAO, 2016).

Devido as adversidades ocasionadas pelo o uso de agroquimicos, o interesse
pela utilizacdo de microrganismos endofiticos como ferramentas de biocontrole de
fitopatdgenos nos diferentes agroecossistemas tem aumentado em importancia,
devido a necessidades de buscar estratégias agricolas eficientes e ambientalmente
mais seguras ao uso das substancias quimicas e de seus efeitos negativos, como
desequilibrio ambiental, contaminacdo de agua , solo, alimentos e impactos nas
cadeias tréficas (SHIOMI et al., 2008; STEFFEN et al., 2011).

Segundo o Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), o
controle biolégico € definido como organismos vivos ou obtidos por manipulacéo
geneética, introduzidos no ambiente para controle de pragas e doencas provocados
por inimigos naturais da agricultura. Os agentes biol6gicos de controle tém
demonstrado uma grande aceitacdo nos ultimos anos, sendo apontado como um
método mais seguro para o manejo de doencas, visto que apresentam uma variedade
de ac¢Bes e vantagens que permitem atingir o seu alvo com bastante eficiéncia. Além
disso, esses microrganismos possuem um perfil ndo degradante do meio ambiente e
do solo, auxiliando o agricultor na permanéncia da sua area de cultivo (MELO, 2019).

Alguns Agentes de controle biol6gico (ACB) agem de forma direta, inibindo o
crescimento do patdégeno, enquanto outros impactam o patdgeno indiretamente,
desencadeando vias de defesa na planta hospedeira. A capacidade de acéo
empenhado pelos ACBs pode advir de véarios mecanismos, que vao desde a
competicdo com patégenos do solo por espaco e nutrientes, como também pela
producao de substancias deletérias aos microrganismos nocivos (MARQUEZ et al.,
2021).

Dados de alguns trabalhos evidenciam a superioridade da eficicia de bactérias
com potencial de biocontrole isolados do solo, devido a diversidade microbiana
presente no substrato (Baker et al., 1983; Kobayashi et al., 1988; Omuraet al., 1988;
Motomura et al., 1996; Bluma & Etcheverry, 2006) Essa superioridade oriunda dos
isolados do solo sustenta a teoria da competitividade em ambientes diversificados,
uma vez que esse microrganismos crescem com baixas fontes de nutrientes e

possuem um potencial antagbnico aos organismos presente, fatores
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essenciais para sua manutencdo e desenvolvimento, demonstrando assim, sua alta

competitividade.

2.4 Bacillus spp.

O género Bacillus é constituido por bactérias em forma de bastonetes, gram-
positivas, aerébias obrigatérias ou facultativas e catalase positivas, que apresentam
baixas necessidades nutricionais, 0 que propicia seu facil cultivo em meios de cultura
com baixo teor nutritivo (EINLOFT, 2016)

Dentre os géneros de bactérias antagonistas de maior prevaléncia, destaca-se
o Bacillus, uma vez que sdo habitantes natural do solo e apresentam uma capacidade
de formar endoOsporo resistentes a diversas condicdes ambientais e edéficas,
possibilitando sua manutencdo e sobrevivéncia em nichos ecoldgicos especificos,
além de apresentar uma versatilidade nos mecanismos antagonicos (LANNA, et
al.,2010).

Bacillus spp. promove o biocontrole de doengas acometidas em culturas
agricolas pela sua producéo e liberacdo de diversos tipos de metabdlitos antifungicos,
como lipopeptideos ciclicos das familias da surfactina, iturina e fengicina (LANNA et
al.,2010). Nos quais, a surfactina apresenta sua funcionalidade mediada pela
capacidade antibacteriana, bem como sua sinalizacao da defesa vegetal e indugéo do
priming imunoldgico, além de auxiliarem o crescimento bacteriano; as iturinas
apresentam atividade antifiingica e auxiliam no crescimento bacteriano, em funcéo de
suas propriedades surfactantes; ja a fengicina, possuem capacidade antifingicas e
funcionam como sinalizadoras de defesa vegetal sistémica contra os agentes
toxigenicos (EINLOFT, 2016; ONGENA & JACQUES, 2008).

Além de desempenharem a atividade antifingica, esse género auxilia no
crescimento de plantas, uma vez que sao caracterizadas como RPCP (rizobactérias
promotoras de crescimento em plantas), protegendo os vegetais de estresses bidticos
e abidticos. Dentre os mecanismos antagonicos apresentados pelas rizobactérias, séo
retratados a: producado de sideréforos, inducéo de resisténcia, antibiose, producéode
fitohormbnios como o acido indol-3-acético (IAA), enzimas hidroliticas e compostos
organicos volateis (PEREIRA, 2021; ABBAS et al.,2019).
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RESUMO - A intensificacdo do uso de fungicidas em cultivos de feijédo para manejo de doencas
radiculares vem ocasionando grande contaminacdo e deterioracdo a salde humana e
ambiental, fazendo-se necessario a busca e desenvolvimento de ferramentas agroecoldgicas
ambientalmente seguras. A introducdo do género Bacillus, como alternativa ao controle
biologico de fitopatdgenos, vem aumento em importancia, visto que possuem diversos
mecanismo de acdo com caracteristicas antifingicas. Dessa forma, o objetivo desse trabalho
foi obter agentes de controle biolégico potencialmente eficientes com atividade antiflngica.
Apos o tratamento térmico submetido na amostragem proveniente de solos agricolas sob
vegetacdo de Vigna unguiculata foram isoladas 12 bactérias, das quais passaram por uma
série de testes morfofisiologicos, bioquimicos e antagonico. Onde a morfologia bacteriana foi
observada através da coloracdo de Gram, em que foi identificado a forma bacilar dos
microrganismos, sendo posteriormente inoculadas em meios bioquimicos especificos para a
selecdo de bactérias que possuissem similaridade a cepa de Bacillus subtilis (ATCC 6633).
Apo6s o processo seletivo, foi executado o teste de pareamento de culturas em placa de Petri,
onde, especificamente, o isolado IPA 125 mostrou-se promissor para atividade antagonica
demostrando um capacidade reducional da taxa de crescimento micelial in vitro dos fungos
Rhizoctonia solani Kuhn, Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum e macrophomina
phaseolina, em 88,4 +1,2°¢,88,3+2,5% 53,9 +3,12 respectivamente. Com isso, conclui-se
que o microrganismo IPA 125 possui caracteristicas promissoras de interesse biotecnoldgico
para controle de patgenos radiculares acometidos nas plantacées de feijao-caupi.

Palavras-chaves: Controle biol6gico; Fungos patogénicos; Feijao- caupi
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1.INTRODUCAO

Vigna unguivulata (L.) Walp, popularmente conhecido como feijdo-caupi ou macassar,
é uma leguminosa originaria do continente africano, presente em lavouras de agricultura
familiar nordestina. Por possuir alto valor nutritivo, com ciclo curto, baixa exigéncia hidrica e
rusticidade para se desenvolver em solos de baixa fertilidade tornou-se uma das principais
culturas de subsisténcia das regides norte e nordeste do Brasil (SOUZA et al., 2021; ROCHA
etal., 2017).

Entretanto, diversos fatores limitantes oneram a producédo e qualidade do feijédo caupi
tais como agentes patogénicos, principalmente os fungos presentes nos solos, assim como
0s agentes abidticos: temperatura, radiacdo solar, vento, disponibilidade hidrica, entre outros
(EMBRAPA, 2012; CARVALHO et al., 2011). Apesar de rustico, o sistema radicular do
feijoeiro é muito suscetivel a doencas, favorecendo a danos significativos, que podem chegar a
100% no rendimento agricola. (ESTEFANI et al., 2007).

De acordo com Szczecmaioria hura et al. (2013), a perda causada por fitopatdgenos
equivale a bilhGes de ddlares por ano, tendo um dos principais agentes causais o Fusarium
spp., Rhizoctonia Solani e Macrophomina phaseolina. Como consequéncia desses danos,
agricultores vém intensificando o uso de agroquimicos acarretando uma alta contaminacgéo e
deterioracdo do meio ambiente, além de proporcionar aos fungos condi¢des necessarias para o
desenvolvimento de resisténcias aos principios ativos utilizados com maior frequéncia (PEREZ
etal., 2021; ANDRADE et al., 2021).

Em contrapartida, considerando como alternativas ambientalmente maissustentaveis
para controle de doencas, destaca-se a utilizagdo de microrganismos como ferramenta de
biocontrole, uma vez que sua capacidade antagbnica pode advir de diversos mecanismos de
acdo, como a competicdo por espaco e nutrientes, sintese de substancias deletérias aos
fitopatogenos, inducdo a resisténcia sistémica no hospedeiro, bem como a producdo de
substancias promotoras de crescimento (SHIOMI et al., 2008; MANDAL et al.,2009 ).

Dentre os microrganismos com maior prevaléncia, destacam-se as bactérias dogénero
Bacillus encontradas no solo em razéo da sua versatilidade nos mecanismos de acéo, talcomo
sua capacidade de ascensdo no rendimento de culturas, ja que auxiliam no crescimento e
sanidades de plantas (LANNA FILHO et al., 2010; SHIOMI et al., 2008; ABBAS et al.,2019).
Segundo Lazzaretti & Melo (2005) a aplicacdo B. subtilis 0G, via sementes, em solo natural,
chega a promover um aumento de mais de 100% da nodulagdo de raizes de feijoeiros,
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resultando, portanto, aspectos promissores ao crescimento de feijdo. Além da sua excelente
habilidade de produzir metabolitos com atividade antiflngica.

Dessa forma, com o proposito de se obter agentes de controle bioldgico potencialmente
eficientes com atividade antifungica, o presente estudo objetivou selecionar e caracterizar
bioquimicamente, fisiologicamente e morfologicamente isolados de Bacillus spp. com
potencial antagonico frente aos fitopatdgenos Macrophomina phaseolina, Fusarium oxysporum

f. sp. tracheiphilum e Rhizoctonia solani.

2. METODOLOGIA
2.1 Amostragem de Solo

As amostragens de solos de feijoeiro (Vigna unguiculata) foram coletadas em dois
pontos aleatdrios, com profundidade de 20cm, obtidas com pa de corte, no Municipio de Cedro,
Sertdo de Pernambuco. Na qual foram colocadas em sacos pléasticos, identificadas como solol
e solo 2 e, posteriormente acondicionadas na estufa incubadora BOD no laboratério de biologia

do solo do Instituto Agrondmico de Pernambuco.

2.2 Isolamento de Bacillus spp. do solo

Para o isolamento de bactérias do género Bacillus das amostras de solo, 10 g de cada
amostra de solo foram adicionados em frascos de Erlenmeyers contendo 90 ml de agua destilada
esterilizada e posteriormente foram mantidos em banho-maria a 80°C durante 20 minutos para
estimular e selecionar as bactérias com capacidade de produzir esporos resistentes ao calor.
Apos o tratamento térmico, foram retiradas aliquotas de 1 ml para realizar diluicGes seriadas
em agua destilada esterilizada. Sendo, posteriormente, realizado o plaqueamento com 0,2 ml da
Gltima suspensdo no meio de cultura agar nutritivo, que com auxilio da alca de Drigalski
foram espalhadas e incubados em estufa bacteriolégica a 28°C até o crescimento dascol6nias
(SANHUEZA; MELO, 2007).

2.2 ldentificacdo bioquimica, morfoldgica e fisioldgica dos isolados de Bacillus

Foi realizada a identificacéo e caracterizagdo dos isolados do género Bacillus, quanto a
similaridade morfofisiologica e bioquimica comparada a cepa padrédo B. subtilis (ATCC 6633),
cedida pelo Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).
Ap0s a recuperacdo em meio TSB (&gar triptona de soja) foram realizados, juntamente com 0s
isolados, uma série de testes bioquimicos, nos quais foram analisadas a producédo das enzimas

oxidase e catalase, além dos testes de motilidade, coloracdo de Gram e Indol. Para a
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identificacdo morfoldgica, realizou-se a analise macromorfologica das col6nias formadas em
placa de Petri, observando-se a forma (puntiforme, circular e irregular) e transparéncia (opaca,
transparente e translicido). Além do teste qualitativo de temperatura (RABINOVITCH E
OLVEIRA,2015; GOVEIA,2018).

2.3 Antagonismo de Bacillus a Macrophomina phaseolina, Fusarium oxysporum f. sp.
tracheiphilum e Rhizoctonia solani Kuhn

Para avaliacdo do efeito antagonico, foi utilizado 7 cepas isoladas do solo e a cepa
padrdo (B. Subtilis ATCC 6633) no crescimento dos fitopatdgenos através do método de
pareamento de culturas em placa de Petri, de acordo com Dennis e Webster (1971) com
adaptacgdes. Os isolados foram inoculados no meio luria bertani (LB) e acondicionadas em
incubador rotativo (150 rpm/minuto) sob temperatura de 28°C por 24 horas. Posteriormente,
foram suspensos em soluc&o salina estéril (NaCl 0,9%) para obtencdo de aproximadamente 10°
UFC/ml dos microrganismos (de acordo com a escala de turbidez McFarland). Para tanto, os
fitopatdgenos Macrophomina phaseolina, Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum e
Rhizoctonia solani obtidos da colecdo do germoplasma de microrganismos do Instituto
Agronémico de Pernambuco (IPA), foram replicados em placas contendo o meio Sabouraud, e
em seguida mantidos em temperatura ambiente durante 9 dias. Discos de agar (0,5cm de
diametro)contendo estrutura fangica retirados da cultura pura foram depositados na regido
central da placa de Petri com meio Agar Batata Dextrose (BDA) + LB e o antagonista foi
aplicado em quatro pontos distintos na placa em aliquota de 10 ul cada, de modo que ficassem
equidistantes.Ap6s montagem dos ensaios, as placas foram vedadas e acondicionadas em estufa
de crescimento microbioldgico sob temperatura de 28°C. Como controle, os fitopatdgenos
foram cultivados isoladamente em meio (BDA+LB), por meio da transferéncia de discos de
4gar e mantidas na mesma condicao dos ensaios (MONTALVAOQ,2016). As avaliacdes foram
mediadas a partir da comparacdo da medicdo do crescimento fungico entre a placa de ensaio e

a placa testemunha, a partir do calculo de percentagem de inibicdo do crescimento micelial:

% inibicdo = (raio do controle — raio do tratamento)  x 100

Raio do controle

2.4 Curva de Crescimento do Isolado- IPA 125
A andlise do crescimento bacteriano foi feita em biorreator de tanque agitado modelo

BIO-TEC-PRO da marca Tecnal, onde a dorngsfoi preenchida com 5L do meio de cultura LB,



esterilizado em autoclave a 121°C por 40 minutos. Esse meio de cultura foi inoculado com 5%
da cultura de pré-inoculagéo e o processo fermentativo foi mantido a 28°C, com velocidade de
agitacdo constante de 200 rpm e fluxo de aeracdo constante a 5 Ipm. Apds 72h, a fermentacao
foi encerrada. (VU et al., 2009).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Identificacdo bioquimica, morfoldgica e fisioldgica dos isolados de Bacillus

Ap0s o tratamento térmico submetido na amostragem proveniente de solos agricolas e
sob vegetacdo de Vigna unguiculata, foram selecionados 12 isolados bacterianos codificados
como (IPA-124, IPA-125, IPA-126, IPA-131, IPA-132, IPA-133, IPA-221, IPA-222, IPA 233,
IPA 234, IPA-235, IPA-236,). Esse tratamento térmico possibilitou a selecdo de Bacillus spp.,
inibindo o crescimento de espécies contaminantes, além auxiliar na triagem de bactérias com a
capacidade de formar endosporos (Gongalves et al., 2017).

Todas as cepas isoladas passaram por testes de identificacdo morfoldgica, fisiolgica e
bioquimica, que serviram para caracteriza-las e avalia-las como possiveis agentes antifungicos.
As colbnias apresentaram variagdes morfoldgicas, sendo selecionadas apenas as que se
assemelhavam mais a espécie B. subtilis. Todos os isolados bacterianos possuem um
crescimento rapido em estufa a 28°C com menos de 24h de incubacdo. No qual, dez dessas
amostras, exceto IPA-126 e IPA-234, possuiam a capacidade de reter o corante cristal violeta
devido a presenca de sua espessa camada de peptidoglicano em suas paredes celulares sendo,
assim, classificadas como bactérias Gram-positivas (Tabela-1).

Tabela 1. Identificacdo morfologica, fisioldgica e bioquimica dos isolados do solo.

Isoladosde GRA COR FOR TRS FP CA MO IN OX TCR Selecionados
Bacillus spp. para teste
antagonico
IPA-124 GP BR BA OP CL P P N P <24h +
IPA-125 GP BR BA OP IR P P N P <24h +
IPA-126 GN BR OF OP CL N N N N <24h -
IPA-131 GP BR BA OP IR P P N P <24h +
IPA-132 GP BR OF OP CL P P N N <24h -
IPA-133 GP BR BA OP IR P P N P <24h +
IPA-221 GP BR BA OP CL P P N P <24h +
IPA-222 GP BR BA OP CL P P N P <24h +
IPA-223 GP BR BA OP CL P P N P <24h +
IPA-234 GN BR OF OP CL P P N N <24h -
IPA-235 GP BR OF OP CL N P N N <24h -
IPA-236 GP BR OF OP CL P P N N <24h -

GRA: Gram (GP — Gram positiva, GN — Gram negativa); COR : cor da colonia ( BR- branca);
FOR ( OF- outra forma; BA — Bastonetes); TRS : transparéncia ( OP- opaco ); FP : Forma da
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coléniaem placa (CL—circular, IR —irregular); CA ( P- catalase positiva, N catalase negativa);
MO ( P- Motilidade positiva , N- Motilidade negativa); IN( N- Indol negativo ); OX ( P-
oxidase positiva, N — oxidase negativa) ; TCR (tempo de crescimento).

As provas biogquimicas e fisioldgicas mostram que os isolados foram negativados para
o indol, mas, em sua maioria, positivados para a motilidade. Ademais, a leitura para a
identificacdo da presenca da enzima catalase nos Bacillus spp., através do teste com perdxido
de hidrogénio (3%) resultou em dez microrganismos catalase-positiva (Tabelal). A presenga
dessa enzima nesses microrganismos permite a protecdo contra danos oxidativos por espécies
reativas de oxigénio (ROS), uma vez que converte 0 composto toxico (peroxido) em &gua,
favorecendo, assim, o sistema de defesa bacteriano e, dessa forma, podendo ser considerado
como um mecanismo de protecdo (MBAI et al.,2013).

Assim como a catalase a enzima oxidase, também conhecida como SOD (superoxido
dismutase), auxilia na protecdo contra a toxicidade celular, apresentando variagGes entre as
espécies do género Bacillus segundo a literatura. O teste de oxidase submetido nas cepas
isoladas resultou em sua maioria de forma positiva, como evidenciado na Tabela 1. Por fim, foi
verificado que as cepas foram capazes de resistir a 50°C em estufa bacterioldgica, cessando seu
crescimento em temperaturas superiores (55-60°C). A partir desses resultados,foram
selecionados sete isolados para o teste de antagonismo, devido suas caracteristicas apresentadas
como a coloracdo de gram positiva, indol negativo, catalase positiva, oxidase positiva,
motilidade positiva e sua morfologia celular do tipo bastonete, conforme a tabela 1
(RABINOVITCHet al., 2015; GOVEIA, 2018).

3.2 Antagonismo de Bacillus a Macrophomina phaseolina, Fusarium oxysporum s. fp.
tracheiphilum e Rhizoctonia solani Kuhn

No experimento in vitro observou-se que os sete isolados testados mais a cepa padréo
de Bacillus subtilis (ATCC 6633) apresentaram atividades antagonicas diversificadas frente a
Rhizoctonia solani, Macrophomina phaseolina e Fusarium oxysporum s fp tracheiphilumi,
onde apenas o isolado IPA 125 resultou em atividade antagonica, inibindo o crescimento
micelial da colbnia fungica dos fungos Rhizoctonia solani, Macrophomina phaseolina e
Fusarium oxysporum s fp tracheiphilumi em 88,4 + 1,28 539 + 31 883 + 25?
respectivamente. Apresentando assim uma eficiéncia inibitoria superior ao controle, ja que o
mesmo conteve o crescimento micelial apenas do fungo Macrophomina phaseolina em 20,6 +

1,2°, conforme a Tabela 2, a seguir:
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Tabela 2. Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial dos patdgenos radiculares de
feijdo-caupi_sob acdo do B.subtilis (ATCC 6633) e isolado IPA 125.

Fungos Bactérias Inibicdo
Macrophomina phaseolina IPA125 53,9 + 3,1°
BS6633 20,6 +1,2°
Rhizoctonia solani Kuhn IPA125 88,4 +1,2%
BS6633 0,04
Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum IPA125 88,3+ 2,52
BS6633 0,04

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey, a 5% de significancia.

Esses resultados demonstraram a possibilidade da obtencdo do antagonista capaz de
limitar o crescimento micelial dos fitopatogénos Rhizoctonia solani, Macrophomina phaseolina
e Fusarium oxysporum s fp tracheiphilumi em testes in vitro (figura 1). Elucidando os
mecanismos de acdo da interacdo entre antagonista-patdgeno-hospedeiro ja relatados tambem
por Silva (2020). Segundo seus dados, os isolados de Bacillus subtilis submetidos a testes
antagbnicos, promoveram diferencas significativas nos tratamentos. Apresentando crescimento
micelial do patégeno de 80,16 mm e 80,76 mm, com 10,93% e 10,26% de inibicdo de M.
phaseolina em relagdo ao tratamento controle contendo o crescimento micelial total de 90,00
mm. Além da sua promocédo de 27,06%, de aumento no crescimento das raizes das plantas

e sua acdo reducional da severidade da doenga em condicdes de casa de vegetacao.
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Figura 1- Atividade antagbnica in vitro do isolado IPA 125 frente aos patdgenos Rhizoctonia
solani, Macrophomina phaseolina e Fusarium oxysporum s fp tracheiphilumi, respectivamente.
(A) Placa teste de Rhizoctonia solani, (Al) inibicdo do crescimento micelial de Rhizoctonia
solani, (B) placa teste de Macrophomina phaseolina, (B1) inibicdo do crescimento micelial de
Macrophomina phaseolina, (C) placa teste de Fusarium oxysporum s fp tracheiphilumi, (C1)
Inibicdo do crescimento micelial do Fusarium oxysporum s fp tracheiphilumi

Segundo Einloft (2016) essa habilidade antagonica apresentada pelo género Bacillus
estad principalmente associada a sintese de diversos metabdlitos antimicrobianos. Destacando-
se, em funcdo do seu potencial biotecnoldgico, os lipopeptideos ciclicos, sufractinas, fengicinas
e as iturinas. Que por sua vez, em virtude de sua estrutura quimica, sdo capazes de se ligar a
membrana celular fungica e formar poros, levando a um extravasamento citoplasmatico e por
conseguinte, a morte celular, caracterizando a atividade antifungica (BONMATIN et al. 2003).

Resultados semelhantes relatados por De S& et al (2019), descreveram que
diferentes cepas, a exemplos Bacillus sp. (BMH), Bacillus subtilis (LCB 30) e Bacillus sp.
(INV), através de antibiose, apresentaram um amplo espectro de acdo reduzindo o crescimento
micelial de Fusarium sp. em 4,8; 3,6; 4,8; cm respectivamente. Essa diferenga competitiva
apresentada pelo género, ou até mesmo pela mesma espécie, pode ser compreendida pela sua
adaptabilidade, eficacia e sobrevivéncia a diversidade microbiana adversas presente
no substrato de origem, resultando em habilidades antagbnicas Unicas a cada microrganismo
(BLUMA & ETCHEVERRY, 2006).
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3.3 Curva de Crescimento do Isolado- IPA 125

Uma fermentacdo piloto foi realizada para determinar a curva de crescimento de
Bacillus sp. IPA 125. De acordo com a figura 2, inicialmente o isolado ficou na fase lag durante
durante 4-5 horas, seguindo de um estacionamento do crescimento celular por
aproximadamente 7 horas. Esse estacionamento pode ter sido devido a limitacdo de oxigénio,
onde, nesse momento, atingiu uma saturacdo limitada de 10% (MOUNSEF et al., 2006). Apds
a saturacdo de oxigénio ter se reestabelecido atingindo 115%, o isolado IPA 125 cresceu
exponencialmente e atingiu seu maximo crescimento celular em 52 horas, seguido pela fase
estacionéria.

14 ~
|\

12 4 p - 1000
T I S
510 I o
« I S
(@] (@)]
= 8 2
= S
[¢B)

S 6 o
k= il
2} ©
s 4 =
a <
2 wn
0 L 0
0 12 24 36 48 60 72

Tempo (horas)

—#— Densidade Optica pH Saturacdo de oxigénio

Figura 2 - Crescimento celular, consumo de oxigénio e pH durante a fermentacdo do isolado
Bacillus sp. IPA 125

Durante a fase de crescimento exponencial do isolado, a oxigena¢do também atingiu um
nivel critico, podendo ter levemente inibido seu crescimento celular. Adazami et al. (2018)
reporta que o género Bacillus € estritamente aerdbico e a oxigenag¢do tem um grande papel
regulatério do seu crescimento; entdo, portanto, provavelmente as condigdes de oxigenagdo
para cultivo do presente isolado devam ser mais elevadas para permitir um crescimento celular
adequado. Ademais, o pH aumentou durante o processo fermentativo, atingindo 8.3. Esse
aumento indica o inicio do processo de esporulacdo de bactérias do género Bacillus (GAUVRY

etal., 2021).
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4.CONCLUSAO

Os resultados observados in vitro revelaram que os 7 isolados selecionados para o teste
antagdnico sdo possiveis bactérias pertencentes ao género Bacillus, onde, especificamente, o
IPA 125, apresentou elevada atividade antifungica para Rhizoctonia solani, Fusarium
oxysporum s fp tracheiphilum e Macrophomina phaseolina com inibicdo do crescimento
micelial em 88,4 + 1,2' 88,3 + 2,5 e 53,9 + 3,1, respectivamente. Sendo, portanto, um promissor
microrganismo de interesse biotecnoldgico para producédo de biofungicidas para uso no feijao-
caupi. A analise do crescimento microbiano do isolado IPA 125 indicou que sua fermentacédo
demanda uma alta necessidade de oxigénio, sendo as condi¢Oes de cultivo usadas nesse estudo

limitantes para sua fermentagéo.

5. REFERENCIAS

ABBAS, A.; KHAN, S. U.; KHAN, W. U.; SALEH, T. A.; KHAN, M. H. U.; ULLAH, S;
ALLI, A.; IKRAM, M. Antagonist effects of strains of Bacillus spp. against Rhizoctonia solani
for their protection against several plant diseases: Alternatives to chemical pesticides,
Comptes Rendus Biologies, v. 342, p. 124-135, 2019.

ADZAMI, N. S. et al. A new potential of calcium carbonate production induced by Bacillus
sphaericus in batch fermentation. Int. J. Integr. Eng, v. 10, p. 43-47, 2018.

BLUMA, R.V.; ETCHEVERRY, M.G. Influence of Bacillus spp. isolated from maize
agroecosystem on growth and aflatoxin B1 production by Aspergillus section Flavi. Pest
Management Science, v. 62, p. 242-251, 2006.

BONMATIN, J.; LAPREVOTE, O.; PEYPOUX, F. Diversity among microbial cyclic
lipopeptides: iturins and surfactins. Activity-structure relationships to design new bioactive
agents. Combinatorial chemistry & high throughput screening, v. 6, n. 6, p. 541-556,
2003.

BONMATIN, J.M., LAPREVOTE, O., PEYPOUX, F., 2003. Diversity among microbial cyclic
lipopeptides: iturins and surfactins. Activity-structure relationships to design new bioactive
agents. Comb. Chem. High Throughput Screen. 6, 541-556

Da SILVA, N. P. Biocontrole de macrophomina phaseolina e promocéo do crescimento na
cultura do girassol com o uso de trichoderma sp. E rizobactérias. 2020. Trabalho de conclusdo

de curso.

34



DE SA, M. N. F. et al.; Selecdo in vitro de agentes de biocontrole visando o controle de

Fusarium sp. Acta Brasiliensis, v. 3, n. 1, p. 14-16, 20109.

DENNIS, C.; WEBSTER J. Antagonistic properties of species-groups of Trichoderma. IlI.
Hyphal interactions. Transactions British Mycological Society, v.57, p.363-369. 1971.

EINLOFT, T. C. Biocontrole de Aspergillus flavus e Fusarium verticillioides por Bacillus
spp. isolados de plantas de milho. 2016.

GAUVRY, E. et al. Effects of temperature, pH and water activity on the growth and the
sporulation abilities of Bacillus subtilis BSB1. International Journal of Food Microbiology,
v. 337, p. 108915, 2021.

GONCALVES O. S. et al. Prospecgdo de Bacillus subtilis como agente de biocontrole contra
Fusarium sp. Revista Mirante, Anapolis, v. 10, n. 1, jun. 2017. ISSN 19814089 132.

GOUVEIA K.C. Selecdo e Avaliacao de bactérias do género Bacillus com potencial
probidtico para uso na carcinicultura. 2018. Tese (Doutorado em Ciéncias bioldgicas) -

Centro de biociéncias , Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 2018.

MBAI, F. N. et al. Morphological and biochemical characterisation of bacterial root
endophytic isolates with potential to enhance plant growth from kenyan (mwea) basmati rice.

In: Scientific Conference Proceedings. 2013.

MONTALVAO, S. C. L. Uso de Bacillus spp. para o controle de Fusarium oxysporum f. sp.

vasinfectum e Meloidogyne incognita no algodoeiro (Gossypium hirsutum). 2016.

MOUNSEF, Jihane Rahbani et al. The effect of aeration conditions, characterized by the
volumetric mass transfer coefficient KLa, on the fermentation kinetics of Bacillus

thuringiensis kurstaki. Journal of biotechnology, v. 210, p. 100-106, 2015.

RABINOVITCH, L.; DE OLIVEIRA, E. J. Coletanea de procedimentos técnicos e
metodologias empregadas para o estudo de Bacillus e géneros esporulados aerobios
correlatos. CEP, v. 21040, p. 900, 2015.

35



