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Considerando as perdas causadas por doengas em diversas culturas, as rizobactérias se apresentam como uma alternativa para
manejar esses patégenos. O trabalho teve por finalidade avaliar a potencialidade antagonista de isolados de Bacillus subitilis aos
fungos fitopatogénicos Fusarium subglutinans, Curvularia lunata e Bipolaris spp.. Foram estudados sete isolados de B. subtilis e
seus efeitos antagdnicos em fungos fitopatogénicos utilizando quatro métodos: técnica de cultura fiingica sobre cultura
antagonista, pareamento direto, pareamento com risco no centro da placa e técnica de circulo. Também foram avaliados os
efeitos de metabolitos volateis e termoestaveis desses isolados. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado através de trés repetigoes. As avaliagdes foram feitas aos trés, seis, nove e doze dias para os quatro métodos e aos
seis e doze dias para avaliacdo de metabdlitos volateis e termoestaveis, onde foram medidos o didmetro da coldnia e calculado
a porcentagem de inibi¢do de crescimento (PIC) do patégeno. Os isolados de B. subtilis UFTBs 03, UFTBs 05, UFTBs 06 e UFTBs
07 foram eficazes na inibicio de crescimento micelial dos fungos patogénicos F subglutinans, C lunata e Bipolaris spp. pelos
quatro métodos. Os isolados UFTBs 02, UFTBs 03, UFTBs 06 e UFTBs 07 inibiram por metabdlitos volateis o crescimento
micelial de E subglutinans. Os isolados UFTBs 01, UFTBs 04, UFTBs 05, UFTBs 06 e UFTBs 07 foram capazes de inibir o
crescimento micelial de F subglutinans, C. lunata e Bipolaris spp. por metaboélitos termoestaveis.

RESUMO

Palavras-chave: Biocontrole, Rizobactérias, Antagonismo, Bacillus subtilis.

Biological control of plant pathogens by Bacillus subtilis in vitro

Considering the losses caused by diseases in many cultures, rhizobacteria present themselves as an alternative for managing
these pathogens. The work aimed to evaluate the potential antagonist of Bacillus subtilis isolates to pathogenic fungi Fusarium
subglutinans, Curvularia lunata and Bipolaris spp. Seven were studied isolates of B. subtilis and its antagonistic effect on
pathogenic fungi using four methods: fungal culture technique on culture antagonist, direct pairing, pairing with risk in the
center of the plate and circle technique. Was also evaluated effect of volatile metabolites and thermostable these isolates. The
experimental design was completely randomized with three repetitions. The assessments took the tree, six, nine and twelve
day for the four methods and the six and twelve day to evaluate volatile metabolites and thermostable, which were measured
the diameter of the colony and calculated the percentage growth inhibition (PGI) of the pathogen. B. subtilis isolates UFTBs 03,
UFTBs 05, UFTBs 06 and UFTBs 07 were effective in inhibiting mycelial growth of pathogenic fungi F subglutinans, C. lunata
and Bipolaris spp. by four methods. Isolated UFTBs 02, UFTBs 03, UFTBs 06 and UFTBs 07 inhibited by volatile metabolites
mycelial crecimento of E subglutinans. Isolated UFTBs 01, UFTBs 04, UFTBs 05, UFTBs 06 and UFTBs 07 they were able to
inhibit the mycelial growth of FE subglutinans, C. lunata and Bipolaris spp. by thermostable metabolites, so considering the
antibiose the mechanism of action.

ABSTRACT
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Introdugio

Os principais cultivos agricolas no Brasil sdo constantemente
afetados por diversas doengas de importancia econémica, que
podem ser de origem bacteriana, fingica, viral ou causada por
nematoides. Essas doengas levam a diminui¢do na produgio
podendo chegar até a perda total da lavoura, causando assim
grandes prejuizos econdmicos aos produtores. Dentre as doengas
mais preocupantes estdo aquelas causadas por fungos que atacam
desde o inicio da cultura até o final do ciclo afetando todas as partes
da planta. Entre os fungos causadores de doengas encontram-se o
Fusarium subglutinans, Curvularia lunata e Bipolaris spp..

O género Fusarium compreende um grande grupo heterogéneo
de fungos que provoca doengas em diversas plantas, como por
exemplo o abacaxizeiro, danificando tanto a qualidade como a
quantidade dos seus produtos, sendo, portanto, economicamente
prejudicial (MATARESE et al, 2012). O fungo Fusarium subgluti-
dnans é o agente causador da fusariose no abacaxi, e tem como
principal caracteristica a capacidade de infectar frutos e mudas do
abacaxizeiro (MATOS et. al, 2009).

A Curvularia lunata é considerado um patégeno importante em
algumas culturas causando danos severos, entre as doencas
causadas pelo fungo C. lunata se encontra a manchas-das-glumas
no arroz. Os sintomas caracteristicos da doenga sdo o apodreci-

mento dos bulbos e as manchas nas hastes e flores (EMBRAPA
CLIMA TEMPERADO, 2005).

Fungos do género Bipolaris atacam uma grande quantidade de
espécies vegetais, e sdo importantes patégenos de sementes. Entre
as espécies causadoras de doengas se encontra Bipolaris oryzae
fungo causador da mancha parda no arroz. A mancha parda ataca
o coledptilo, folhas, bainha, ramificagdes das paniculas, glumelas e
graos (LOBO etal, 2006).

0 método mais utilizado para o controle desses fitopatégenos
é o quimico. Entretanto, o intensivo uso de produtos quimicos nas
ultimas décadas vem criando iniimeros problemas, tais como:
resisténcia microbiana, contaminacdo ambiental (agua, solo,
produtor e consumidor) e elevagdo dos custos de producio.
Assim torna-se necessario o desenvolvimento de alternativas de
controle desses fitopatdgenos. Dentre as alternativas estudadas,
atualmente, destaca-se o controle biolégico por meio de micro-
organismos antagonistas (MOREIRA et al,, 2008; SANTOS; SILVA,
2014). A grande diversidade de micro-organismos, bem como,
suas relagdes antagbnicas, é uma alternativa para o controle
biolégico aplicado.

Muitas pesquisas com bactérias vém sendo realizadas para
elucidar as interagdes entre antagonista-patégeno-hospedeiro
(HALFELD-VIEIRA et al, 2006; RYAN et al, 2008). Entre elas se
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encontram as rizobacterias promotoras de crescimento de planta
(RPCPs), bactérias que vivem e colonizam a rizosfera, e que
promovem crescimento das plantas associadas numa relagdo nao
simbiética (CAMPOS, 2010).

Um dos géneros de riziobacterias com poder antagonista de
maior relevancia é o Bacillus spp., que se destaca por formar
endosporo resistentes a condigdes adversas e apresentar uma
multiplicidade de mecanismos antagdnicos, possibilitando dessa
forma, a sua longa manutencdo e sobrevivéncia em nichos
ecoldgicos especificos, com grande versatilidade nos mecanismos
de agdo e inibir as defesas dos fitopatogenos. A espécie B. subtilis
tem um grande potencial como biocontrole devido a multiplos
entre eles a antibiose (LANNA FILHO etal,, 2010).

Tendo em vista as propriedades do Bacillus subtilis o presente
trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antagonista in vitro
de isolados de B. subtilis contra os fungos fitopatogénicos Fusarium
subglutinans, Curvularia lunata e Bipolaris spp. visando seu
emprego e sele¢do para controle de doencas flingicas em plantas.

Material e Métodos

Os ensaios foram conduzidos no Laboratdrio de Microbiologia
da Universidade Federal do Tocantins - UFT, cdmpus de Gurupi,
durante o periodo de janeiro a maio de 2015.

Foram utilizados sete isolados de Bacillus subtilis da cole¢cao do
Laboratério de Microbiologia da UFT, Campu de Gurupi. Esses
isolados foram obtidos de solos de cerrado em areas de cultivos no
Estado do Tocantins, e identificados conforme metodologia pela
andlise do perfil dos acidos graxos (SASSER, 2001). Os isolados
foram mantidos em meio estoque LB (Luria-Bertani) e repicados
em meio LB e BDA (Batata-Dextrose-Agar).

Os fungos Fusarium subglutinans e Curvularia lunata foram
isolados do fruto do abacaxizeiro, cultivadas no estado do
Tocantins que apresentavam sintomas das doengas causadadas
por esses fungos. O isolamento foi através de método de
isolamento de fungos fitopatogénicos conforme Alfenas et a.
(2016). O fungo Bipolaris sp. foi isolado de graos armazenados de
arroz. Todos os fungos fitopatogénicos foram identificados
morfologicamente conforme Barnett e Hunter (1998).

Para o inicio dos experimentos in vitro os patégenos foram
mantidos em meio de cultura BDA por sete dias de incubagio, em
camera de crescimento tipo BOD sob fotoperiodo de 12 h a
temperaturade 25 + 2 °C (SALGADO etal,, 2003).

A atividade antagonista de Bacillus subtilis contra os fungos
patogénicos Fusarium subglutinans, Curvularia lunata e Bipolaris
sp. foi testada utilizando-se quatro métodos. Os sete isolados de B.
subilis foram colocados em crescimento em meio liquido LB sobre
agitador mecanico tipo shaker com velocidade de 140 rpm a 27 °C
durante trés dias. Os fungos fitopatogénicos foram colocados em
crescimento em meio BDA modificado, conforme Figueiredo et al.
(2010).

No primeiro método foi utilizado a técnica de cultura fingica
sobre cultura antagonista. Apos trés dias de crescimento dos
isolados de B. subtilis, os indculos foram plaqueados em meio BDA.
Em seguida, discos de 7 mm contendo meio de cultura com
colonias de cada fungo fitopatogénico com sete dias de
crescimento, foram colocados no centro das placas (FIGUEIREDO
etal, 2010).

No segundo método foi utilizada a técnica de cultura pareada.
Os fungos fitopatogénicos foram colocados em crescimento em
meio BDA e apds sete dias de crescimento foi retirado um disco de
7 mm contendo a cultura e colocado a 1,5 cm da borda da placa de
petri (90 x 15 mm) contendo meio BDA e na outra extremidade,
também a 1,5 cm da borda da placa, foi colocado 3 pL do isolado de
B. subtillis (MELO; VALARINI, 1995).

No terceiro método foi utilizada a técnica de pareamento com
risco no centro da placa conforme descrito por Dennis e Webster
(1971) com algumas modificagbes. Para isso, disco do isolado
fungico foi transferido apos sete dias de crescimento, com auxilio
de um estilete flambado, para placas de Petri, contendo meio de
cultura BDA. Sendo cada disco do meio colonizado com o fungo
medindo aproximadamente 7,0 mm de didmetro e colocados nos
dois centros de cada metade das placas. Os isolados de Bacillus
foram inoculados com o auxilio de uma alga de platina, fazendo um
risco no centro da placa. Para o controle negativo (testemunha)
foram colocados dois discos com crescimento micelial do fungo
patogénico, um em cada extremidade da placa com meio BDA, e
nao foi feito o risco no centro da placa com a cultura antagonista.

No quarto método foi utilizada a técnica de circulo, transfe-
rindo assepticamente para o centro da placa de petri um disco de
7,0 mm de didmetro com crescimento micelial dos fitopatégenos.
Em seguida inoculou-se a bactéria, na mesma placa formando um
circulo com didmetro de aproximadamente de 4 cm, em torno do
disco do patégeno. Para o tratamento controle ou testemunha foi
utilizado somente fitopatégeno cultivado em meio BDA
(MARIANO, 1993).

Todos os experimentos foram realizados em triplicatas. Apods
os procedimentos as placas foram incubadas em camera de
crescimento tipo BOD sob fotoperiodo de 12 horas a temperatura
de 25 * 2 °C (SALGADO et al,, 2003). As leituras foram feitas no
terceiro, sexto, nono e décimo segundo dia apds as semeaduras.
Para a avaliagdo foram efetuadas medi¢des do didmetro das
colbnias, em trés sentidos diametralmente opostos, com auxilio de
um paquimetro, definindo-se uma média para cada colonia.

A percentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC) foi
calculada pela férmula de Menten et al. (1976), onde: PIC =
[(didmetro médio do controle - didmetro médio do tratamento) /
didmetro médio do controle] x 100. Os tratamentos onde ndo
obtiveram inibigdo de crescimento receberam valor igual a zero.

Para a avaliagdo da produgdo de metabdlitos termoestaveis
mediados por B. subtilis foi utilizado o método para detecgdo
qualitativa de antibidticos, conforme Lima et al. (2014) adaptado
de Kupper et al. (2003). Foram preparadas aliquotas de 200 ml de
meio LB liquido em Erlenmeyer e colocados discos de meio LB
contendo a cultura dos isolados de B. subtilis, com sete dias de
crescimento. Os frascos permaneceram durante 15 dias, sem
agitacdo. Apos esse periodo, foram adicionadas 4 g de Agar em cada
frasco, e estes autoclavados por 40 minutos, e o caldo agarizado foi
vertido em placas de Petri. No centro das placas foram colocados
discos de 7 mm da cultura de Fusarium subglutinans, Curvularia
lunata e Bipolaris sp, em seguida incubados em camera de
crescimento tipo BOD sob fotoperiodo de 12 h a temperatura de 25
+ 2 °C. As avaliagOes se deram ao sexto e ao décimo segundo dia,
medindo-se em trés sentidos diametralmente opostos com auxilio
de um paquimetro, definindo-se uma média para cada col6nia. Os
didmetros das colonias do patdgeno foram comparados com o
controle negativo (testemunha), cujo patégeno se desenvolveu em
meio BDA, sem a presenca do caldo agarizado autoclavado.

A percentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC) foi
calculada, também, pela férmula de Menten et al. (1976). Para o
tratamento controle ou testemunha foi utilizado somente fitopato-
geno cultivado em meio BDA (MARIANO, 1993).

Para a avaliacdo de metabdlitos volateis utilizou-se a meto-
dologia modificada semelhante a apresentada por Barnett e
Hunter (1998). Foram utilizadas placas de petri divididas ao meio
onde foi vertido meio BDA. Em um lado da placa foi colocado disco
de micélio de 7 mm de diametro do fungo patogénico, e no outro
lado disco de 7 mm de diametro com a cultura antagonista dos
isolados de B. subtilis. Em seguida, as placas foram incubadas em
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camera de crescimento tipo BOD sob fotoperiodo de 12 h a
temperatura de 25 * 2 °C. As avaliagdes foram realizadas ao sexto e
décimo segundo dia, medindo-se em trés sentidos diametralmente
opostos com auxilio de um paquimetro, definindo-se uma média
para cada colénia. A percentagem de inibicdo do crescimento
micelial (PIC) foi calculada, também, pela formula de Menten et al.
(1976).

Para todos os experimentos foi utilizado o delineamento experi-
mental inteiramente casualizado com 3 repeticdes e os dados
analisados pelo teste de Duncan a 5% probabilidade (SILVA, 2008).

Resultados e Discussao

No experimento onde se avaliou o efeito antagonista dos sete
isolados de Bacillus subtilis pelos quatro métodos contra fungo
fitopatogénico Fusarium subglutinans, alguns isolados mostraram
efeito inibidor no crescimento micelial do fungo (Tabela 1). No

primeiro método utilizou-se a técnica de cultura flingica sobre
cultura antagonista, e dos isolados testados quatro deles (UFTBs
03, UFTBs 05, UFTBs 06 e UFTBs 07) foram superiores (p<0,05)
ao controle a partir do nono dia de incubacdo, chegando a uma
percentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC) de 62,7%
pelo isolado UFTBs 06. No segundo método, pareamento direto, o
isolado UFTBs 03 foi superior (p<0,05) a testemunha ao inibir o
crescimento micelial do fungo a partir do sexto dia de crescimento,
chegando a 53,4% de PIC. No terceiro método, técnica de parea-
mento com risco no centro da placa, ao décimo segundo dia os
isolados UFTBs 03, UFTBs 04, UFTBs 05, UFTBs 06 e UFTBs 07
foram superiores (p<0,05) a testemunha, inibindo o crescimento
micelial do patégeno (Tabela 1), com PIC variando de 22,2 a 55%.
No quarto método, técnica de circulo, o isolado UFTBs 03, UFTBs
06 e UFTBs 07 foram superiores (p<0,05) a testemunha no decimo
segundo dia de incubagao, com PIC variando de 23,8 2 47,6%.

Tabela 1. Inibigéo do crescimento micelial de Fusarium subglutinans por Bacillus subtilis.'/ Table 1. Inhibition of mycelial growth of Fusarium subglutinans by Bacillus subtilis.

3 dias de incubagao

6 dias de incubacao

9 dias de incubacao 12 dias de incubac¢ao

Tratamento @® colénia (mm) PIC® (%) @ colénia (mm) PIC(%) @ colonia (mm) PIC(%) @ colénia (mm) PIC(%)
Método 1
UFTBs 01 37,1a 0,0 65,0 a 0,0 70,0 a 0,0 70,0 a 0,0
UFTBs 02 355a 0,0 65,0 a 0,0 70,0 a 0,0 70,0 a 0,0
UFTBs 03 13,9 bc 46,9 17,4 c 54,9 20,7d 57,8 343d 37,7
UFTBs 04 22,3 bc 15,3 29,8 bc 29,3 44,6 bc 9,2 47,1 bc 14,4
UFTBs 05 11,6 ¢ 55,8 25,8 bc 33,0 20,7d 57,8 22,6 e 58,9
UFTBs 06 14,9 bc 43,1 14,0 c 63,6 19,0d 61,2 20,5e 62,7
UFTBs 07 16,2 bc 38,4 24,0 bc 37,7 36,2 C 26,4 42,1 cd 23,5
Testemunha 26,3 ab 38,6 b 49,2b 55,1b
CV(%) 30,5 30,5 15,5 14,5
Método 2
UFTBs 01 19,8 ab 24,5 65,0 a 0,0 65,0 a 0,0 65,0 a 0,0
UFTBs 02 36,4a 0,0 65,0a 0,0 63,0a 0,0 65,0a 0,0
UFTBs 03 17,6 b 33,0 18,0 c 53,4 269b 45,2 342b 37,9
UFTBs 04 23,9 ab 9,0 29,8 bc 22,7 53,3a 0,0 55,0a 0,1
UFTBs 05 29,0 ab 0,0 29,8 bc 22,7 529 a 0,0 50,2 a 8,7
UFTBs 06 329ab 39,3 16,0 c 58,5 55,8 a 0,0 55,6 a 0,0
UFTBs 07 35,4 ab 34 25,0 bc 35,1 53,0a 0,0 553 a 3,2
Testemunha 26,3 ab 38,6 b 49,2 a 55,1a
CV(%) 33,1 30,5 17,8 15,0
Método 3
UFTBs 01 27,4 ab 0,0 39,1 ab 0,0 46,8 ab 4,8 48,6 ab 11,6
UFTBs 02 354 a 0,0 48,8 a 0,0 51,1a 0,0 52,2a 52
UFTBs 03 21,7Db 17,4 252b 34,5 316¢c 35,7 33,3de 39,5
UFTBs 04 32,6 ab 0,0 38,4 ab 0,5 39,6 ab 19,4 42,8 bc 22,2
UFTBs 05 22,9 ab 12,9 25,5b 33,8 28,4 c 42,2 24,7 e 55,0
UFTBs 06 27,2 ab 0,0 31,4 ab 18,6 33,7¢ 31,4 339cd 38,3
UFTBs 07 25,8 ab 1,7 38,0 ab 1,6 36,0 bc 26,7 35,5cd 35,4
Testemunha 26,3 ab 38,6 ab 49,2 a 551a
CV(%) 25,5 27,0 16,4 12,5
Método 4
UFTBs 01 25,3 ab 3,9 59,6 a 0,0 65,6 a 0,0 64,1a 0,0
UFTBs 02 316a 0,0 58,3 a 0,0 63,6 a 0,0 63,0 ab 0,0
UFTBs 03 19,7 ab 24,9 29,8b 22,7 37,5 bc 23,7 41,9 cd 23,8
UFTBs 04 28,9 ab 0,0 599a 0,0 63,2a 0,0 62,5 ab 0,0
UFTBs 05 18,5 ab 29,7 30,5b 21,0 37,8 bc 23,0 46,7 bc 15,1
UFTBs 06 12,1b 53,8 19,5b 49,5 21,0 ¢ 57,3 28,8d 47,6
UFTBs 07 15,5ab 41,0 21,6b 43,9 34,0 bc 29,6 40,6 cd 26,2
Testemunha 26,3 ab 38,6 ab 49,2 ab 53,1ab
CV(%) 439 35,3 24,0 17,9

'Médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade. ° @ = Didmetro da colénia. ’ PIC = Percentagem de inibigio do crecimento micelial.
Método 1: técnica de cultura fiingica sobre cultura antagonista; Método 2: técnica de pareamento direto; Método 3: técnica de pareamento com risco no centro da placa; Metodo 4: técnica de circulo.

Os isolados de B. subtilis podem ter atuado de diferentes formas
e mecanismos para inibir o patégeno Fusarium subglutinans, com a
producdo de compostos volateis, producdo de antibioticos/
antifungicos e competicdo, podendo agir de forma isolada ou com
todos esses mecanismos. Lima et al. (2014) avaliando o efeito

antagonista 10 isolados de Bacillus spp. sobre Fusarium oxysporum
agente causador da fusariose no tomateiro, utilizando a técnica de
circulo, observaram que todos isolados apresentaram efeito
inibidor ao patégeno avaliado.

No experimento para avaliacdo do efeito antagonista dos iso-
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lados de B. subtilis sobre o fungo patogénico Bipolaris spp., no
primeiro método no terceiro dia de incubagdo todos os isolados
inibiram o crescimento do patégeno superior (p<0,05) ao controle.
A partir do sexto dia os isolados que inibiram o crescimento do
Bipolaris spp. foram UFTBs 03, UFTBs 05, UFTBs 06 e UFTBs 07

(Tabela 2), chegando a um PIC de 78,6%. No segundo método, no
terceiro dia de incubagio, todos os tratamentos foram superiores
(p<0,05) a testemunha (Tabela 2). A partir do sexto dia os isolados
UFTBs 03, UFTBs 05, UFTBs 06 e UFTBs 07 foram superiores
(p<0,05) a testemunha, chegando a 26,7% de PIC.

Tabela 2. Inibigdo do crescimento micelial de Bipolaris sp. por Bacillus subtilis.'/ Table 2. Inhibition of mycelial growth of Bipolaris sp.by Bacillus subtilis.

3 dias de incubagao

6 dias de incubagao

9 dias de incubacao 12 dias de incubagio

Tratamento 8 colonia (mm) PIC® (%) @ colénia (mm) PIC(%) @ colénia (mm) PIC(%) @ colénia (mm) PIC(%)
Método 1
UFTBs 01 29,1b 24,4 50,7 a 4,7 56,6 a 14,1 629a 3,8
UFTBs 02 30,8b 19,9 551a 0,0 62,9 a 4,5 639a 52
UFTBs 03 12,8d 66,6 129b 75,6 14,8 b 77,5 149b 77,8
UFTBs 04 29,1b 24,4 52,0a 2,2 57,2a 13,2 66,4 a 1,6
UFTBs 05 12,7d 66,8 13,06 b 75,4 154 b 76,6 14,4 b 78,6
UFTBs 06 17,3 c 55,0 16,5b 68,9 18,4 b 72,0 189b 71,9
UFTBs 07 12,3d 68,0 12,7b 76,0 15,8b 75,9 1555b 77,0
Testemunha 38,5a 53,2a 659a 67,5a
CV(%) 6,9 18,0 17,9 9,3
Método 2
UFTBs 01 31,6 bc 17,9 49,1 ab 7,8 57,2 ab 13,0 66,6 a 1,4
UFTBs 02 30,3 bc 21,3 439b 17,5 50,5b 23,2 59,3 ab 12,3
UFTBs 03 289c 24,8 43,1b 18,9 49,7b 24,4 55,6 b 17,7
UFTBs 04 30,6 bc 19,9 45,6 b 14,3 57,8 ab 12,1 67,2a 0,6
UFTBs 05 33,1b 13,9 439b 17,4 48,2 Db 26,7 50,6 b 25,1
UFTBs 06 31,6 bc 17,8 46,1b 13,3 51,8b 21,2 54,7b 19,0
UFTBs 07 28,3 ¢ 26,5 42,5b 20,1 48,4 b 26,4 50,6 b 25,1
Testemunha 38,5a 53,2a 65,8a 67,6 a
CV(%) 59 7,4 10,5 9,0
Método 3
UFTBs 01 34,3 ab 10,9 40,2b 24,4 49,8b 24,2 549 b 18,7
UFTBs 02 30,9 bc 19,7 41,3b 22,4 49,8b 24,2 55,5b 17,9
UFTBs 03 18,5e 51,9 269 c 49,3 29,2 cd 55,5 30,3d 55,1
UFTBs 04 36,2a 59 39,4b 25,8 45,7 b 30,5 55,4b 17,9
UFTBs 05 22,6 de 41,2 27,6 ¢ 48,1 26,3d 60,0 31,2d 53,7
UFTBs 06 23,5de 38,9 31,1c 41,5 32,4 cd 50,7 38,2 cd 43,4
UFTBs 07 27,4 cd 28,6 31,1c 41,4 35,1c 46,6 39,4 ¢ 41,7
Testemunha 38,5a 53,2a 65,8a 67,6 a
CV(%) 9,4 12,2 9,8 9,4
Método 4
UFTBs 01 449b 0,0 60,6 a 0,0 66,0 a 0,0 66,8 a 1,1
UFTBs 02 40,4 c 0,0 59,5a 0,0 66,0 a 0,0 67,3 a 0,4
UFTBs 03 99e 74,1 70,7 d 79,7 12,1c 81,5 12,3 ¢ 81,8
UFTBs 04 48,4 a 0,0 58,4 ab 0,0 65,6 a 0,3 66,9 a 0,9
UFTBs 05 12,1 de 68,5 14,8 cd 72,0 129b 80,3 15,5b 77,0
UFTBs 06 13,9d 63,7 16,4 c 69,1 169b 74,2 169b 75,4
UFTBs 07 9,7e 74,6 11,2 cd 78,9 12,4b 81,1 13,0 c 80,7
Testemunha 38,5¢ 53,2b 65,8a 67,6 a
CV(%) 59 8,4 4,7 2,3

'Médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade. ° @ = Didmetro da col6nia.* PIC = Percentagem de inibig&o do crecimento micelial.
Método 1: técnica de cultura flingica sobre cultura antagonista; Método 2: técnica de pareamento direto; Método 3: técnica de pareamento com risco no centro da placa; Metodo 4: técnica de circulo.

No terceiro método, com exececdo dos isolados UFTBs 01 e
UFTBs 04 no terceiro dia de incubagdo, os demais isolados testados
inibiram o crescimento do patégeno (p<0,05), chegando a 55,5%
de PIC pelo isolado UFTBs 03 no nono dia de incubagdo (Tabela 2).
Pelo quarto método os isolados UFTBs 03, UFTBs 05, UFTBs 06,
UFTBs 07 foram capazes de inibir o crescimento micelial do
patégeno superior (p<0,05) a testemunha em todos os dias
avaliados, chegando a um PIC de 81,8% pelo isolado UFTBs 03.

Os mecanismos pelos quais esses isolados podem ter inibido o
crescimento micelial do Bipolaris sp., sio os mesmos que foram
citados anteriormente para o E subglutinans, entre eles o mais
frequente. Segundo Kupper et al. (2003) os micro-organismos que
agem por antibiose possuem um grande espectro de agdo, de
forma que ao inibir fungos patogénicos a produgdo de substancias
toxicas é mais efetiva do que qualquer outro mecanismo de acio.
Isolados de B. subtilis tem capacidade de produzir uma grande

gama de metabdlitos antifingicos, entre os quais se encontram
lipopepitideos das familias da surfactina, iturina e fengicina
(LANNA FILHO et al,, 2010). Quando o isolado bacteriano entra em
contato com o patdgeno, pode ocorre a producdo de antibidticos ou
a competicdo por espago e nutrientes. Pascoal e Aguiar (2014) em
seu trabalho isolaram e identificaram 54 bactérias endofiticas do
arroz como sendo a maioria do género Bacillus spp., onde foram
testadas utilizando a técnica de pareamento direto contra o fungo
fitopatogénico Bipolares spp., no qual seis isolados tiveram agdo
antagonica contra patégenos desse género.

Na avaliagdo de B. subtilis em relacdo ao fungo Curvularia lunata
utilizando o primeiro método, ao terceiro dia de crescimento todos
os isolados inibiram o crescimento do patégeno. Aos doze dias de
incubacio os isolados que foram capazes de inibir o crescimento do
patégeno foram os isolados UFTBs 03, UFTBs 05, UFTBs 06 e
UFTBs 07 (Tabela 3), com um PIC variando de 15,2 a 85,5%.
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No segundo método, no terceiro dia de incubagdo, todos os
isolados foram superiores (p<0,05) a testemunha. E aos doze dias
os isolados UFTBs 03, UFTBs 05, UFTBs 06 e UFTBs 07 foram

superiores (p<0,05) a testemunha e aos outros isolados ao inibir o
crescimento micelial do patégeno (Tabela 3), chegando a um PIC
de 43,3%.

Tabela 3. Inibicdo do crescimento micelial de Curvularia lunata por Bacillus subtilis.' /Table 3. Inhibition of mycelial growth of Curvularia lunata by Bacillus subtilis.

3 dias de incubagao

6 dias de incubacao

9 dias de incubacao 12 dias de incubacao

Tratamento @® colénia (mm) PIC® (%) @ colénia (mm) PIC(%) @ colonia (mm) PIC(%) @ colénia (mm) PIC(%)
Método 1
UFTBs 01 26,5b 31,1 649b 13,9 71,5 ab 8,2 77,0 a 2,1
UFTBs 02 23,1b 40,0 58,8 bc 22,1 69,4 b 10,9 75,7 a 3,8
UFTBs 03 12,1c 68,4 10,8d 85,6 13,8d 82,2 14,3 ¢ 81,8
UFTBs 04 279b 27,4 73,8a 2,6 75,6 ab 2,9 76,6 a 2,6
UFTBs 05 8,7c 77,2 9,7d 87,1 10,2d 86,9 11,4 ¢ 85,5
UFTBs 06 25,6b 33,4 524 c 30,5 59,0 ¢ 24,2 66,7 b 15,2
UFTBs 07 119¢c 69,0 13,2d 82,5 16,8d 78,3 13,4 c 82,9
Testemunha 38,5a 75,5a 77,9 a 78,7 a
CV(%) 13,8 11,1 8,9 7,1
Método 2
UFTBs 01 316 b 17,9 58,8 bc 22,0 61,4 abc 21,2 73,8a 6,1
UFTBs 02 319b 17,0 68,7 ab 8,9 713 a 8,5 75,8 a 3,6
UFTBs 03 26,4 ¢ 31,4 47,1 cd 37,6 44,5 c 42,9 54,7 bc 30,4
UFTBs 04 314Db 18,4 56,0 ¢ 25,7 65,5 ab 15,9 72,4 a 8,0
UFTBs 05 31,5b 18,2 553¢c 26,7 51,4 bc 34,0 60,3 b 23,3
UFTBs 06 253 ¢ 34,3 49,5 cd 34,4 51,8 bc 33,4 50,8 bc 35,4
UFTBs 07 27,3 ¢ 29,1 40,3d 46,6 42,7 ¢ 45,3 44,6 c 43,3
Testemunha 38,5a 75,5a 779 a 78,7 a
CV(%) 6,9 11,3 11,7 9,6
Método 3
UFTBs 01 51,5a 0,0 51,6b 31,6 53,7b 31,1 599b 23,8
UFTBs 02 48,2 ab 0,0 48,2 bc 35,7 51,5b 33,9 61,7b 21,5
UFTBs 03 36,0d 6,4 34,4 d 48,9 34,6 ¢ 55,5 39,8 ¢ 49,4
UFTBs 04 47,7 ab 0,0 47,7 bc 36,7 51,6 b 33,8 65,3 b 16,9
UFTBs 05 39,7 bc 0,0 39,4 cd 47,7 369 c 52,6 41,8c¢ 46,8
UFTBs 06 38,6 cd 0,0 38,6 cd 48,8 39,2¢ 49,6 41,8 ¢ 43,0
UFTBs 07 379d 1,4 379 cd 49,7 38,7 ¢ 50,9 40,4 c 48,6
Testemunha 38,5 cd 75,5 a 77,9 a 78,7 a
CV(%) 12,0 11,9 12,0 11,9
Método 4
UFTBs 01 42,3 ab 0,0 62,8b 16,8 72,8a 6,5 75,5 ab 4,0
UFTBs 02 44,3 a 0,0 60,3b 20,1 75,6 a 2,9 74,4 ab 5,4
UFTBs 03 8,0c 79,2 93¢ 87,6 12,7b 83,6 12,5¢ 84,0
UFTBs 04 448a 0,0 63,6 b 15,7 72,3 a 7,2 73,0b 7,2
UFTBs 05 7,5¢ 80,4 7,3 ¢ 90,2 8,1b 89,6 8,3c 89,4
UFTBs 06 9,7c 74,6 109 c 85,4 12,0b 84,5 11,6 ¢ 85,1
UFTBs 07 7,8¢ 79,6 8,5¢ 88,7 11,8b 84,7 10,0 ¢ 87,2
Testemunha 38,5b 75,5a 779 a 78,7 a
CV(%) 11,5 13,4 7,3 6,2

'Médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade. ° @ = Didmetro da colénia. ’ PIC = Percentagem de inibigdo do crecimento micelial.
Método 1: técnica de cultura fingica sobre cultura antagonista; Método 2: técnica de pareamento direto; Método 3: técnica de pareamento com risco no centro da placa; Metodo 4: técnica de circulo.

No terceiro método todos isolados inibiram o crescimento do
patégeno e se diferiram (p<0,05) da testemunha (Tabela 3), com
um PIC chegando a 55,5% a partir do sexto dia de incubagao. Pelo
quarto método, os isolados que foram antagonicos ao patégeno
evitando o seu crescimento até os doze dias de incubag¢io foram
UFTBs 03, UFTBs 05, UFTBs 06 e UFTBs 07, apresentando um
PICde 74,6 a90,2% (Tabela 3).

As bactérias do género Bacillus possuem a caracteristica de
produzir enzimas hidroliticas, que degradam os componentes da
parede celular de outros micro-organismos, o que pode lhe dar a
caracteristica de micoparasistismo (ZAGO et al.,, 2000). Basha e
Ulaganathan (2002) em seu trabalho utilizaram a cepa de
Bacillus sp. BC121 que foi isolada da rizosfera do sorgo, onde esse
isolado apresentou alta atividade antagénica contra Curvularia
lunata, sendo observado por microscopia eletrénica de
varredura a degradagdo da parede celular da célula fingica do
patogeno, inibindo o crescimento da Curvularia Iunata até 60%,
ainda constatou em teste a capacidade do isolado em secretar

quitinase.

A maioria dos microrganismos envolvidos no controle
biolégico atua por antibiose, onde um metabolito produzido por
um deles tem efeito prejudicial sobre o outro. Podendo ter
contato fisico ou ndo entre esses microrganismos, a producdo
desses metabdlitos pode resultar na lise e dissolucdo da
estrutura celular. Diversas espécies de Bacillus incluindo a subtilis
sdo citadas como produtoras de antibioticos, podendo secretar
metabolitos como enzimas amiloliticas e proteoliticas (BETTIOL;
GHINI, 1995).

Ao avaliar a capacidade dos isolados em produzir metabdlitos
volateis aos doze dias de incubagao contra o fungo fitopatogénico
E subglutinans os isolados UFTBs 02, UFTBs 03, UFTBs 06 e
UFTBs 07 inibiram o crescimento do patdégeno diferindo
(p<0,05) da testemunha. Destaque para os isolados UFTBs 06 e
UFTBs 07 que inibiram o crescimento do FE subglutinans em
55,8% e 52,8% respectivamente. Para o fungo fitopatogénico C.
lunata o isolado UFTBs 07 foi capaz de inibir o seu crescimento
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por metabdlitos volateis, diferindo (p<0,05) da testemunha, com
PIC de de 47,7%. Para Bipolaris sp. apenas o isolado UFTBs 05 foi
capaz de inibir o crescimento do fungo e diferir (p<0,05) da
testemunha, por metabolitos volateis, com PIC de 60,1% (Tabela 4).
Chen et al. (2008) identificaram 14 compostos volateis antifiingicos
a partir de Bacillus subtilis que inibiram o desenvolvimento de
Botrytis cinerea, agente causal do mofo cinzento em frutas e
vegetais.

Tabela 4. Efeito de metabdlitos volateis de Bacillus subtilis no crescimento micelial
de Fusarium subglutinans, Curvularia lunata e Bipolaris sp.'/ Table 4. Volatile

metabolites effect of Bacillus subtilis on mycelial growth of Fusarium subglutinans,
Curvularia lunata and Bipolaris sp.

6 dias de incubagio 12 dias de incubagdo

Tratamentos ﬂ‘”t:g:lf:nia PICY (%) [4] EI(I)l]I?Sia PIC (%)
Fusarium subglutinans
UFTBs 01 46,5 ab 8,8 56,9 a 0,0
UFTBs 02 256¢ 41,6 439 cd 21,5
UFTBs 03 36,7b 27,9 41,3d 26,3
UFTBs 04 43,2 ab 15,2 50,8 ab 9,2
UFTBs 05 44,5 ab 12,6 47,9 bc 14,4
UFTBs 06 11,1d 78,2 24,7 e 55,8
UFTBs 07 11,7d 76,9 264 e 52,8
Testemunha 51,0a 56,0 ab
CV (%) 16,5 11,0
Curvularia luneta
UFTBs 01 539a 0,0 574a 7,5
UFTBs 02 46,1 ab 7,9 53,5a 13,8
UFTBs 03 499a 0,1 59,0a 51
UFTBs 04 52,6a 51 60,4 a 2,7
UFTBs 05 48,5 ab 3,0 60,2a 3,5
UFTBs 06 45,4 ab 9,3 48,8 ab 21,3
UFTBs 07 343b 31,4 32,4b 47,7
Testemunha 50,0a 62,1a
CV (%) 16,2 19,3
Bipolaris spp.
UFTBs 01 54,0 a 0,0 59,4 a 3,0
UFTBs 02 53,2a 0,0 61,7a 0,0
UFTBs 03 46,0 ab 0,3 539a 12,0
UFTBs 04 51,1ab 0,0 61,6a 0,0
UFTBs 05 27,5¢ 40,4 244D 60,1
UFTBs 06 41,8b 9,5 458a 25,1
UFTBs 07 47,0 ab 0,0 41,6 ab 32,0
Testemunha 46,2 ab 61,3a
CV (%) 12,4 21,3

' Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Duncan, a 5% de probabilidade. * @ = Didmetro da colénia. ’ PIC = Percentagem de inibigio
do crecimento micelial.

No estudo da inibigdo do crescimento micelial de E subgluti-
nans, C. lunata e Bipolaris spp., pelos metabdlitos com atividade
antimicrobiana secretados em caldo agarizado por sete isolados de
Bacillus subtilis, os isolados UFTBs 01, UFTBs 03, UFTBs 04, UFTBs
05, UFTBs 06 e UFTBs 07 diferiram (p<0,05) da testemunha ao
décimo segundo dia de incubagado (Tabela 5 e Figura 1). O isolado
UFTBs 06 mostrou que seus produtos antibiéticos foram capazes

de inibir o crescimento micelial de E subglutinans, C. lunata e
Bipolaris sp. em 53,4, 78,5 e 82,7%, respectivamente, sendo o
isolado que proporcionou maior inibicdo em todos patégenos.

Tabela 5. Efeito de metabdlitos termoestaveis de Bacillus subtilis no crescimento
micelial de Fusarium subglutinans, Curvularia lunata e Bipolaris sp.!/ Table 5.

Thermostable metabolites effect of Bacillus subtilis on mycelial growth of Fusarium
subglutinans, Curvularia lunata and Bipolaris sp.

6 dias de incubacdo 12 dias de incubacdo

Tratamentos (a‘zigl)}g]nia PICY (%) [4] (cl(:lllt;):;ia PIC (%)
Fusarium subglutinans
UFTBs 01 16,9 cd 47,8 47,6 b 22,6
UFTBs 02 44,2 a 0,0 61,1a 0,6
UFTBs 03 26,6 bc 18,1 52,5a 14,6
UFTBs 04 11,3d 65,2 28,8d 53,1
UFTBs 05 14,6 cd 55,0 42,4 c 31,0
UFTBs 06 11,1d 65,8 28,6d 53,4
UFTBs 07 16,7 cd 48,5 41,7 c 32,1
Testemunha 32,5ab 61,5a
CV (%) 30,9 6,4
Curvularia luneta
UFTBs 01 23,2bc 57,7 275¢ 58,9
UFTBs 02 61,6a 0,0 66,2 a 1,2
UFTBs 03 29,8b 45,5 469b 299
UFTBs 04 13,7 ¢ 74,9 19,8 cd 70,3
UFTBs 05 123c¢ 77,5 234c 65,0
UFTBs 06 95c 82,6 14,4d 78,5
UFTBs 07 13,8¢ 74,7 22,8¢ 65,9
Testemunha 54,8a 67,0a
CV (%) 31,1 12,0
Bipolaris spp.
UFTBs 01 13,5bc 76,5 279¢ 58,5
UFTBs 02 62,1a 0,0 67,0a 0,6
UFTBs 03 17,7b 69,2 50,2b 25,5
UFTBs 04 12,0c 79,1 18,1e 73,0
UFTBs 05 12,5¢ 78,3 21,9de 67,4
UFTBs 06 10,2 ¢ 82,2 116 f 82,7
UFTBs 07 12,7 ¢ 77,8 249cd 63,0
Testemunha 57,7 a 67,5a
CV (%) 10,5 7,7

' Médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Duncan, a 5% de probabilidade. ’ @ = Didmetro da colénia.’ PIC = Percentagem de inibigdo
do crecimento micelial.

Esses resultados mostram que os metabdlitos com atividade
antimicrobiana presentes no caldo agarizado autoclavado sdo
termoestaveis, ou seja, resistem a altas temperaturas sem perder
as caracteristicas antifiingicas e seu modo de antagonismo a
outros microrganismos. Fuga (2013) em seu trabalho verificou
que todos os isolados de Bacillus spp. testados inibiram o
crescimento de Sclerotium cepivorum, o que revela que os
metabdlitos produzidos se mostraram termoestaveis e mantive-
ram suas atividades mesmo ap6s a autoclavagem.

Os resultados obtidos também demonstram o potencial dos
isolados de B. subtilis no controle biolégico de fungos patogénicos
de plantas, como o Fusarium subglutinans, Bipolaris spp. e
Curvularia lunata.
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Figura 1. Atividade antagonista in vitro de B. subtilis contra os fungos patogénicos
Fusarium subglutinans, Bipolaris spp. e Curvularia lunata, pela produgdo de metabdlitos
termoestaveis. (A) Bipolaris spp. e UFTBs 07; (B) Bipolaris spp. e UFTBs 01; (C) Bipolaris
spp. e testemunha; (D) Bipolaris spp. e UFTBs 05; (E) Bipolaris spp. e UFTBs 03; (F)
Bipolaris spp. e UFTBs 06; (G) E subglutinans e UFTBs 07; (H) E subglutinans e UFTBs 06;
(I) E subglutinans e UFTBs 05; (J) E subglutinans e UFTBs 03; (L) E subglutinans e
testemunha; (M) C lunata e UFTBs 07; (N) C Iunata e UFTBs 05; (0) C Ilunata e
testemunha. / Figure 1. Antagonistic activity in vitro of B. subtilis against pathogenic fungi
Fusarium subglutinans, Bipolaris sp. and Curvularia lunata, for producing thermostable
metabolites. (A) Bipolaris sp. and UFTBs 07; (B) Bipolaris sp. and UFTBs 01; (C) Bipolaris
sp. and control; (D) Bipolaris sp. and UFTBs 05; (E) Bipolaris sp. and UFTBs 03; (F)
Bipolaris sp. and UFTBs 06; (G) E subglutinans and UFTBs 07; (H) E subglutinans and
UFTBs 06; (I) E subglutinans and UFTBs 05; (J) E subglutinans and UFTBs 03; (L) £
subglutinans and control; (M) C. lunata and UFTBs 07; (N) C. lunata and UFTBs 05; (0) C.
lunata and control.

Conclusoes

Os isolados de Bacillus subilis UFTBs 03, UFTBs 05, UFTBs
06, UFTBs 07 foram eficazes na inibicdo de crescimento
micelial dos fungos patogénicos Fusarium subglutinans,
Curvularia lunata e Bipolaris quando avaliados pelos métodos
de circulo e o de cultura flngica sobre cultura antagonista os
que tiveram maior porcentagem de inibicdo de crescimento
micelial.

Quanto a capacidade dos isolados em inibir o crescimento
micelial dos patdgenos pela produgio de metabélitos volateis
os isolados UFTBs 02, UFTBs 03, UFTBs 06 e UFTBs 07 foram
capazes de inibir apenas o crescimento do patégeno Fusarium
subglutinans. Apenas o isolado UFTBs 07 foi capaz de inibir
Curvularia lunata, e o isolado UFTBs 05 foi capaz de inibir o
crescimento do fungo Bipolaris.

Os isolados UFTBs 01, UFTBs 04, UFTBs 05, UFTBs 06 e
UFTBs 07 foram capazes de inibir o crescimento micelial do
Fusarium subglutinans, Curvularia lunata e Bipolaris sp. por
metabdlitos termoestaveis, sendo a antibiose seu principal
mecanismo de acio.
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