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Resumo: A utilizacdo de agrotdxicos nas praticas agricolas tem promovido diversos problemas de ordem
ambiental. Diante desta problemética, o biocontrole vem tornando-se uma das alternativas no manejo de
fitopatdgenos. Os objetivos deste estudo foram isolar a bactéria Bacillus subtilis de diferentes amostras de solo e
avaliar sua atividade de antagonismo sobre o fungo Fusarium sp. Cinco isolados de B. subtilis removidos do
rizoplano do Milho (Zea mays), Carvoeiro (Tachigali vulgaris) e Lixeira (Curatella americana), foram testados
através do método de cultura pareada contra o Fusarium sp. Os resultados obtidos revelaram a inibicdo de 50—
60% no crescimento de Fusarium sp., ndo havendo diferenca estatisticamente significante do efeito inibidor
entre os isolados. Estes resultados corroboram com a literatura cientifica a respeito da eficiéncia de B. subtilis
como agente de biocontrole e subsidia através de métodos classicos a bioprospeccdo da rizobactéria de solos
agricolas e sob vegetacdo de Cerrado.

Palavras-chave: Antibiose. Biocontrole. Bioprospecgao.

Abstract: Extensive use of agrochemicals has been led to adverse impact on the environment. Therefore,
biological control has been applying as an alternative method for plant disease management. Here, we reported
the characterization of Bacillus subtilis isolated from two types of soils with different vegetation conditions and
tested their antagonism activity against Fusarium sp., an important plant pathogen. Based on dual culture
technique the antagonism activity was conducted in vitro conditions. The antifungal metabolites produced by the
five B. subtilis caused 50-60% inhibition of Fusarium sp. growth. This result supports the efficiency of B.
subtilis as a biocontrol agent and open perspective into bacteria bioprospecting through classical methods.
Keywords: Antibiosis. Biocontrol. Bioprospecting.
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INTRODUCAO

Fatores abioticos e bidticos sdo responsaveis por causarem uma série de danos e
limitarem a produtividade de grandes culturas de importancia econdmica, com destaque para
as doencas que, em geral sdo controladas pelo uso de agroquimicos (VIDA et al., 2004). Os
agroquimicos, desde sua origem, tém sido uma importante ferramenta no manejo agricola.
Entretanto, seu uso indiscriminado tem promovido diversos problemas de ordem ambiental e
na saude publica (AKTAR et al., 2009).

Baseado em praticas sustentaveis e conservacionistas, o biocontrole vem sendo uma
das alternativas no manejo integrado de pragas e doencas, contribuindo ainda para minimizar
os efeitos adversos provocados pelo padrdo quimico convencional nos sistemas agricolas
(BALE et al., 2008).

Pesquisas sobre as interagcGes entre microrganismos tém revelado a potencialidade
destes seres vivos como agentes de biocontrole na agricultura. Em particular a plasticidade
metabolica bacteriana, capaz de suprimir o crescimento de outros microrganismos,
possibilitando o desenvolvimento de produtos bioldgicos baseados nesta caracteristica
peculiar das bactérias (WHIPPS, 2001).

O género Bacillus é descrito como um dos principais grupos microbianos com
capacidade de agir no controle de fitopatdgenos atraves de sintese de metabolitos secundarios,
que, em geral, apresenta ampla gama de inibicdo as diversas espécies de fitopatdgenos
(SANSINENEA & ORTIZ, 2012). Bacillus spp., incluindo a espécie B. subtilis, pode ser
isolado em abundancia do solo, assim como em diferentes configuracbes ambientais devido
sua capacidade de formar enddsporos altamente resistentes em resposta a deficiéncia de
nutrientes e outros estresses ambientais (SONENSHEIN et al., 2002).

Dentre os fungos fitopatogénicos, algumas espécies do género Fusarium sao
reconhecidas como agentes etioldgicos de doencgas em vegetais de importancia agricola como

observado na tabela 1.
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Tabela 1. Principais doencas provocadas por Fusarium spp. em culturas de importancia econdmica no Brasil

Culturas Doencas Espécies
Algodéo Murcha de fusarium F. oxysporum f. sp. vasinfectum
Arroz Mal do colo F. oxysporum
Cacau Galha-de- pontos-verdes F. decemcellulare
Café Fusariose Fusarium spp.
Cana-de-agucar  Podriddo de Fusarium F. subglutinans
F. moniliforme
Feijdo Amarelecimento de Fusarium F. oxysporum f. sp. phaseoli
Podridao radicular F. solani
Milho Podridéo do colmo E. moniliforme
Podridéo de espiga
Soja Sindrome morte sUbita F. solani
Sorgo Podrid&do vermelha do colmo F. graminearum
Damping-off F. moniliforme
Trigo Giberela F. graminearum

Podridao comum de raizes

Fonte: KIMATI et al., 2005

Considerando as propriedades funcionais da espécie B. subtilis e sua vantajosa
aplicacdo biotecnoldgica na agricultura, este trabalho teve como objetivo isolar a rizobactéria

e testar sua atividade antifungica frente ao fitopatégeno Fusarium sp.

MATERIAL E METODOS

Selecdo e processamento das amostras

Amostras de solos agricolas e sob vegetacdo nativa de Cerrado foram coletadas no
campus universitario “Fazenda Fontes do Saber” da Universidade de Rio Verde em Rio
Verde, Goias, e conduzidas ao Laboratério de Microbiologia Geral da universidade para a
conducdo das analises microbiologicas. Aproximadamente 50g de solo foram removidos do
rizoplano das seguintes espécies vegetais: Milho (Zea mays); Carvoeiro (Tachigali vulgaris);
e Lixeira (Curatella americana). Dez gramas de cada amostra foram homogeneizados com 90
mL de &gua peptonada (H20p) esterilizada e tratadas termicamente a 80°C por 12 min em
banho-maria, com o intuito de favorecer o isolamento bactérias formadoras de enddsporos
(SLEPECKY & HEMPHILL, 1992). A diluicdo seriada das amostras, em H20p, foi

conduzida nas concentragdes 107!, 1072 e 1073. Posteriormente 1 ml de cada diluicdo foi
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inoculado na superficie do Agar Nutriente (AN), e as placas foram incubadas a 35°C por 24
horas.

Caracterizacdo convencional de B. subtilis

As colbnias caracteristicas para espécie B. subtilis foram selecionadas para os testes
morfologicos, estruturais (Coloracdo Diferencial de Gram e coloracdo de Schaffer-Fulton) e
bioquimicos (Sintese de amilase, Voges-Proskauer/VVermelho de Metila - VP/VM,
Degradagdo do Citrato e Crescimento em AN adicionado de 6,5% NaCl), seguindo a
metodologia do Manual de Bacteriologia Determinativa de Bergey (BUCHANAN &
GIBBONS, 1975).

Isolamento e caracterizagio do Fusarium sp.

O fitopatdgeno foi isolado a partir de sementes de feijdo atraves do método de papel
filtro (teste de blotter) seguindo a metodologia de Henning (2004). As sementes de feijdo
foram superficialmente desinfetadas com solugéo de hipoclorito de sédio a 1 % por 1 minuto,
foram distribuidas sobre o papel filtro estéreis embebido com &gua destilada e incubadas a
25°C durante 7 dias. Apos este periodo foi avaliada a incidéncia de fungos e a observacdo das
caracteristicas coloniais e morfoldgicas, através dos microscopios estereoscépico e Optico,

confirmou se tratar do fungo do género Fusarium.

Antibiose

Os isolados de B. subtilis foram confrontados, através do método de culturas pareadas,
contra o Fusarium sp. para avaliar seus potenciais de antagonismo. Um disco micelial de 0,5
cm de Fusarium sp. foi inoculado no centro da placa de Petri contendo o meio batata dextrose
agar (BDA). Posteriormente os isolados de B. subtilis foram inoculados nas extremidades das
placas, obedecendo a distancia de 2,5 cm entre 0os microrganismos. As placas foram mantidas
a temperatura de 25°C durante 7 dias. ApoOs esse periodo, foi calculada a porcentagem de
inibicdo adotando o parametro formular (R1-R2)/R1x100, proposto por Whipps et al. (1987).
Onde, R1 é a maior distancia radial do micélio do Fusarium sp. na auséncia do antagonista, e

R2 é a distancia do crescimento do fungo do ponto de inoculacdo até a margem da col6nia em
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direcdo ao antagonista. O experimento foi conduzido em triplicata para os diferentes isolados
bacterianos.

Analises estatisticas

Os dados obtidos dos ensaios de antibiose foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) seguida pelo Teste de Tukey, ambos considerando o valor de significancia p <
0,05. As andlises estatisticas foram realizadas no programa R, versdo 3.2.4. (R CORE TEAM,
2016).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Isolamento e caracterizacéo

Foram selecionados cinco isolados bacterianos, codificados como FC1, FC2, FC3,

CEL e CE2 da rizosfera de trés espécies vegetais em solos agricolas e sob vegetacdo nativa de
Cerrado (Tabela 2).

Tabela 2. Descricdo dos isolados e suas respectivas fontes de origem

Id isolado Fonte* Origem
FC1 - igali -
Carvoeiro (Tachigali vulgaris) Cerraddo - Universidade de Rio Verde
FC2
FC3 Lixeira (Curatella americana) Cerrado stricto sensu - Universidade de Rio Verde
CEl - Va - - -
CcE> Milho (Zea mays) Solo agricola - Universidade de Rio Verde

*todos isolados obtidos da rizosfera.

Fonte: Autores, 2017.

O tratamento térmico das amostras de solo apresentou-se eficiente na selecdo Bacillus
spp., inibindo o crescimento de espécies contaminantes e possibilitando o isolamento na
diluigdo 1073, O tratamento térmico de amostras ambientais auxilia de triagem de bacterias
coma capacidade de formar enddsporos. Nesse sentindo, Melo (1999) sugere a associagao de
metodologias, que combinam o pré tratamento, como aquecimento das amostras de solo e
meios seletivos, visando o isolamento de bactérias formadoras de endésporos como agentes

de biocontrole na rizosfera. A eficiéncia desse processo de isolamento é amplamente usada na



REVISTA MIRANTE, Anapolis (GO), v. 10, n. 1, jun. 2017. ISSN 19814089

busca de potenciais biotecnoldgico com base na prospec¢do de Bacillus spp. no setor agricola,
como no controle de nematoides por B. subtilis e B. thuringiensis (MOKBEL, 2013) e insetos
das ordens Lepiddptera, ColeOptera e Diptera por B. thuringiensis (PRACA et al., 2004).
Nesse estudo, o tratamento térmico foi eficiente no screening de Bacillus spp., contribuindo
na otimizacdo de tempo para identificacdo das espécies por testes bioquimicos.

Segundo Buchanan & Gibbons (1975), as colbnias de B. subtilis sdo irregulares, opacas,
espalhadas na superficie do agar e de coloracdo esbranquicada (Figura 1A). Nos cultivos mais
velhos apresentam um aspecto seco rugoso e filamentoso (Figura 1B). Seguindo estas
orientacBes, colbnias sugestivas de serem de B. subtilis foram submetidas as analises

morfologicas, estruturais e bioquimicas.

Figura 1. Isolados de Bacillus spp. (A) Diluicdo a 103 ilustrando as coldnias isoladas; (B) Caracteristicas
coloniais para B. subtilis

Fonte: Autores, 2017.

A tabela 3 contém os resultados dos testes que confirmaram como sendo de B. subtilis

os isolados analisados.

Tabela 3. Caracteristicas morfoldgicas, estruturais e bioquimicas avaliadas para identificacdo dos diferentes
isolados

Caracteristicas FC1 FC2 FC3 CEl CE2
Morfologia Bacilos Bacilos Bacilos Bacilos Bacilos
Coloragéo de Gram + + + + +
Sintese de Amilase + + + + +
Prova do VM/VP -/- [+ -+ -+ -+

Prova de degradacédo do Citrato + + + + +
Crescimento em 6,5% NaCl + + + + +
Crescimento a 50° C + + + + +
Esporulacdo + + + + +
Sintese de Catalase + + + + +
(+) positivo (-) negativo

Fonte: Autores, 2017.
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Amin et al., (2015) seguindo a metodologia proposta pelo Manual de Bacteriologia
Determinativa de Bergey, a mesma aqui empregada, identificou pelas caracteristicas
morfologicas e bioquimicas, trinta isolados de Bacillus spp., classificados em quatro espécies

incluindo B. cereus, B. thuringiensis, B. pumilus e B. subtilis.

Antagonismo in vitro

Todos os cincos isolados de B. subtilis produziram uma zona de inibicdo quando

confrontados com o Fusarium sp. (Figura 2).

Figura 2. Inibicéo de crescimento micelial de Fusarium sp. (A) Controle; (B) Zona de inibi¢do provocada pelo
isolado FC1

Fonte: Autores, 2017.

Os isolados provocaram a inibicdo de 50-60% no crescimento de Fusarium sp. Pela
analise de varidncia observou-se auséncia de efeito estatisticamente significativo para a
inibicdo entre os isolados. No entanto, quando comparado o efeito inibidor de cada isolado
com o controle (C0), a taxa de crescimento do fungo foi drasticamente afetada (Figura 3).
Entre as classes de compostos sintetizadas por B. subtilis que apresentam efeitos antifingicos
estdo: bacilisin, fengicina e iturina (ARIZA & SANCHEZ, 2012). Estes metabdlitos atuam no
dano da superficie das hifas, induzindo a lise e extravasamento do contetdo citoplasmatico,
gue ocasiona a morte celular (ZHAO et al., 2014).

Resultados semelhantes aos deste trabalho foram obtidos em estudo conduzido por
Zhang et al. (2012), quando diferentes isolados de B. subtilis reduziram a incidéncia dos
fitopatogenos Fusarium oxysporum e Verticillium dahliae em plantas de morango. Estes
autores relataram que a inoculacdo da rizobactéria além de inibir os fitopatdgenos, estimulou

0 crescimento vegetal.
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Figura 3. Porcentagem de inibicéo e taxa de crescimento micelial do Fusarium sp. na presenca e auséncia
dos isolados de B. subtilis
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Os valores representam as médias em triplicata = EP. Barras com letras diferentes apresentam diferenca
estatisticamente significativa (P <0,05) por andlise de varidncia (ANOVA) e teste de Tukey.
Fonte: Autores, 2017.

A inoculacdo de Bacillus spp. visando promover o crescimento vegetal, tem sido
reportada por mostrar aumentos significativos de produtividade na cultura do milho
(KAVAMURA et al. 2013). Segundo Andreote et al., (2014), o microbioma associado a
rizosfera desempenha servigcos ecossistémicos importantes na regulacdo fisiolégica das
plantas, através da biodisponibilizacdo de nutrientes e no controle natural de organismos
deletérios do rizoplano. Entre 0s mecanismos governados pelos microrganismos na regulacao
fisiolégica das plantas sdo citados: promocdo de crescimento vegetal através da sintese de
fitohorménio; fixacdo bioldgica de nitrogénio; producdo de sideroforos e solubilizagdo de
fosfato (SOUZA et al., 2015).

Schisler et al., (2004) relataram que os procedimentos de screening microbiano,
incluindo isolamento, identificagdo e atividade de antagonismo, sdo considerados uma etapa
crucial para desenvolvimento de produtos de controle biolégico. Embora seja conhecido o
potencial do B. subtilis como agente de biocontrole, poucos trabalhos de pesquisa sdo
conduzidos com base na prospeccéo da bactéria. A demanda de registros e comercializagdo de

produtos comerciais a base Bacillus spp. ainda é baixa (BETTIOL et al., 2012).
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Segundo Bettiol & Morandi (2009), embora haja a existéncia de um acervo de
contribuicbes técnico-cientificas em controle bioldgico de pragas e patégenos, a politica
agricola nacional ainda € incipiente em relacdo a expansdo da comercializacdo de produtos de
controle biologico. Entretanto, com a publicacdo do Decreto 6.913 de 23 de julho de 2009 o
cenario agricola atual pode sofrer modificacdes. Este documento permite o registro, de forma
simplificada e priorizada, de produtos biolégicos com uso aprovado para a agricultura
organica (BRASIL, 2009).

CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho de pesquisa permitem concluir que: (1) B. subtilis
pode ser isolado tanto de solos do rizoplano do milho, quanto de solos do rizoplano de
espécies vegetais nativas do Cerrado; (2) Os testes convencionais de identificacdo
morfolOgica, estrutural e bioguimica, associados ao tratamento térmico das amostras foram
eficiente no isolamento e identificagdo do B. subtilis; (3) Houve inibi¢do do crescimento do
fitopatdgeno Fusarium sp. devido a acdo antagdnica B. subtilis, em meio de cultura.

Estes resultados reforcam a eficiéncia de B. subtilis como agente de biocontrole e
subsidia, através de métodos classicos, a bioprospeccdo da rizobactéria de solos agricolas e
sob vegetacdo nativa de Cerrado. Sugerimos estudos complementares para otimizagdo de
cultivo dos isolados e analise do antagonismo em condi¢cdes de campo, visando 0 manejo

efetivo para desenvolvimento de um produto de controle bioldgico a base de B. subtilis.
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