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Resumo

O género de bactérias Bacillus spp. € descrito como um dos principais grupos de
microrganismos que apresenta acdo antagonista a diversos patdégenos. Sclerotinia sclerotiorum e
Fusarium graminearum estdo entre os principais fungos que causam danos a cultura da soja, podendo
levar as plantas a morte. Cada vez mais o controle biolégico mediado por bactérias vem crescendo no
Brasil, pois a intensa utilizacdo de produtos agroquimicos tem causado desequilibrio no
agroecossistema. Asssim, objetivo do trabalho foi avaliar a atividade antagonistica de isolados de
bacillus spp. sobre os fungos Sclerotinia sclerotiorum e Fusarium graminearum. A atividade
antifangica das cepas bacterianas, foi determinada pela inoculacdo destas em meio de agar
dygs por 24 horas, Em seguida, recortou-se 1 cm de 4gar com uma lamina estéril colocada de
cabeca para baixo na superficie da placa de Petri BDA previamente espalhada com o micélio
fangico de S. sclerotiorum e F. graminearum. Apo6s 5 dias foi medido o halo de inibicéo das
bactérias que apresentaram antagonismo. O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado com 240 tratamentos (isolados bacterianos) e 3 repeti¢Ges. Dos 120 isolados, 27
apresentaram antagonismo para F. graminearum, e dentre estes 12 apresentaram antagonismo
para S. sclerotiorum. Os isolados (UEL 33, UEL 37, UEL 48) foram os mais promissores,
pois apresentaram alta atividade antagonistica para os dois fungos.

Palavras-chave: [Glycine max (L.) Merrill]; Soja; Controle biol6gico; rizobactérias.

Introducéo

O género Bacillus spp. pertence a familia bacillaceae, no qual as espécies deste
grupo presentam formato de bastonete, sdo gra-positivas, produzem esporos e podem ser
aerobias ou anaerdbias facultativas. Cada bactéria produz apenas um esporo, sendo resistente
ao frio, calor e radiacdo. As bactérias deste género apresentam varias habilidades fisiologicas,
que Ihes permitem viver em diversos habitats, incluindo os extremos, como areia do deserto,
nascentes de agua quente e solos do Artico (CAWOQY et al, 2011).

O género é descrito como um dos principais grupos microbianos com capacidade de
agir no controle de doencas, por meio da sintese de metabolitos secundarios, que, em geral,
apresenta ampla gama de inibicdo as diversas espécies de fitopatdgenos (BORRIS, 2015).
Vérias espécies de Bacillus spp., como B. amyloliquefaciens, B. subtilis, B. cereus, B.
licheniformis, B. megaterium, B. mycoides e B. pumilus sdo conhecidos como produtores
muito eficientes de moléculas antibioticas (STEIN, 2005).



Sclerotinia sclerotiorum e Fusarium graminearum estdo entre os principais fungos
fitopatogénicos habitantes de solo que incidem na cultura da soja. O primeiro, ocorre de
maneira severa em muitas regiGes produtoras de soja e € de dificil controle, visto que o fungo
apresenta mais de 400 espécies hospedeiras, aléem de produzir estruturas de resisténcia. A
morte de fusarium pode ocorrer na fase inicial da cultura e na fase de reproducdo e, com 0
progresso da doenca as folhas das plantas apresentam amarelecimento, que evolui até a morte
da planta (ITO, 2013).

Dentre as formas de controle de doencas causadas por fungos na cultura da soja o
quimico é o mais utilizado, porém a cada ano o controle biolégico mediado por bactérias vem
crescendo no Brasil, pois a intensa utilizacdo de produtos agroquimicos tem causado
desequilibrio no agroecossistema, ocorrendo a selecdo de pragas e doencgas resistentes e em
altas populacdes(CARMO et al., 2009).

Assim, este trabalho objetivou avaliar a atividade antagonistica de isolados de
Bacillus spp extraidos da rizosfera de cultivares de soja, sobre os fungos fitopatogéncos
Sclerotinia sclerotiorum e Fusarium graminearum.

Material e métodos

Os isolados de Bacillus spp. utilizados sdo provenientes da colecdo de bactérias do
Laboratorio de Ecofisiologia e biotecnologia agricola (LEBA) da Universidade Estadual de
Londrina (UEL). Estes foram isolados da rizosfera de cultivares de soja resistentes e
sucetiveis ao nematdide das galhas Meloidogyne javanica e identificados como Bacillus spp.
pelo sequenciamento da regido 16s.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com 240
tratamentos (isolados de Bacillus spp. + Sclerotinia sclerotiorum / Fusarium graminearum)
com 3 repeticdes. As cepas bacterianas foram inoculadas em meio de agar dygs e incubadas a
28° C por 24 h. Em seguida, recortou-se 1 cm de &gar com uma lamina estéril colocada de
cabeca para baixo na superficie da placa de Petri BDA previamente espalhada com o micélio
fangico de S. sclerotiorum F. graminearum (em placas separadas), cultivados durante 4-5 em
meio BDA. As placas foram incubadas a 28 °C durante 4-5 dias. Os isolados bacterianos
foram classificados de acordo com o tamanho do halo de repeléncia aos fungos, sendo assim
classificados: (*") sem producao, sem halo; (+) baixa producéo, halo até 2 mm; (++) producao
média, halo de 2 a 4 mm; (+++) alta producédo, >4 mm.

Resultados e discussao

Dos 120 isolados apenas 27 (18,62%) apresentaram atividade antagonistica. Dentre
estes, 27 (18,62%) apresentaram antagonismo positivo para F. graminearum e 12 (1,74%)
para S. sclerotiorum. (Tabela 1). Prachar, Kapoor e Sachdeva (2013) realizaram teste de
antagonismo para Fusarium oxysporum com 56 isolados de rizobacterias, e destas, 10
apresentarm atividade antagonistica contra o fungo, sendo que o isolado com maior atividade
foi identificado como Bacillus subitilis ap6s o sequenciamento da regido 16s. Zaim, Belabid e
Bellahcene (2013) isolaram 132 rizobacterias de diferentes ambientes e realizaram teste de
antagonismo para Fusarium oxisporum, no qual 29 dos isolados testados inibiram mais de
20% do desenvolvimento do fungo. Shiomi e De Melo (2017) extrairam isolados bacterianos
por meio da digestdo de um biofertilizante, e realizou testes de antagonismo in vitro para S.
sclerotiorum, no qual 4 destes apresentaram atividade antagonistica, sendo 2 deles



pertencentes ao género Bacillus. Assim, este estudo reforca o potencial antagonistico das
rizobacterias, principalmente do género Bacillus spp sobre estes géneros de fungos, .

Neste trabalho, 8 dos isolados ( UEL 58, 111, 169, 13, 48, 37, 31 e 33) inibiram o
crescimento dos dois fungos entomopatogénicos, podendo serem considerados isolados de
alto potencial biotecnolégico. Os isolados (UEL 33, UEL 37, UEL 48) apresentaram alta
formacéo de alo para os dois fungos utilizados.

Existem muitas bactérias que produzem substancias capazes de inibir o crescimento
de fungos entomopatogenicos, como foi possivel verificar nesse trabalho. Diversos autores
tem estudado a quitinase produzida por bactérias e verificaram que essa substancia é capaz de
inibir o crescimento in vitro de Fusarium culmorum, Fusarium solani e Rhizoctonia solani
(Hoster et al., 2005). Brzezinska e Jankiewicz (2012) verificaram que a quitinase produzida
por 13 diferentes bactérias degradadoras de quitina pertencentes aos géneros Bacillus e
Streptomyces apresentaram significativa atividade atividade antifungica.

Tabela 1. Atividade antagonica in vitro de isolados bacterianos endofiticos da soja contra 0s
patdgenos da soja Sclerotinia sclerotiorum e Fusarium graminearum.

ID Fusarium Sclerotinia
Isolado graminearum sclerotiorum
UEL 49 +++ -
UEL 75 +++ -
UEL 97 + -
UEL 90 ++ -
UEL 58 - ++
UEL 111 +++ +
UEL 02 ++ -
UEL 121 +++ -
UEL 12 ++ -
UEL 11 +++ -
UEL 169 - +++
UEL 163 ++ -
UEL 132 - +++
UEL 13 + +
UEL 44 + -
UEL 142 ++ -
UEL 8 +++ -

UEL 48 +++ +++



UEL 29 +++ -

UEL 148 ++ -
UEL 91 ++ -
UEL 52 - +++
UEL 89 +++ -
UEL 165 ++ -
UEL 31 +++ ++
UEL 01 + -
UEL 37 +++ +++
UEL 168 +++ +
UEL 81 ++ -
UEL 33 +++ +++

* Medidas de halo: a) Sem Halo ou sem atividade(-); (+) halo pequeno (1 - 2 mm), pouca
atividade; (++)halo médio (3 -4 mm), atividade mediana; (+++) (<4mm), alta atividade.

Concluséo

Os isolados (UEL 33, UEL 37, UEL 48) apresentaram efetivo controle dos fungos,
sendo assim sdo promissores para serem utilizados no desenvolvimento de bioproduto.
Contudo, os isolados precisam serem testados em experimentos em casa de vegetacdo e
campo.
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