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SELE(;AOADE BACILLUS DE BIOFERTILIZANTES E PREPARADOS
BIODINAMICOS NO CONTROLE DE FUSARIUM OXYSPORUM

RESUMO

O grao-de-bico € uma leguminosa rica em proteinas, vitaminas e fibras, o qual é
muito utilizado na alimentagdo humana. No entanto, espécies de Fusarium
representam um fator limitante para a sua producédo. O uso de biofertilizante e de
preparado biodindmico podem proteger o sistema radicular e promover o
desenvolvimento da planta. Desta forma, objetivou-se neste trabalho realizar o
isolamento, selecionar e identificar Bacillus de biofertilizante e preparado
biodindmico com potencial no controle in vitro de Fusarium oxysporum. Os isolados
de Bacillus foram obtidos de preparado biodinamico comercial (PB500), e preparado
biodindmico (PBG500) e biofertilizante liquido (BioL) de fabricacdo propria. Para
selecionar os isolados de Bacillus contra F. oxysporum CML2878 foram feitos
experimentos de antagonismo direto, pareamento de cultura e produgao de
compostos organicos volateis (COVs). Para o antagonismo direto, os isolados de
Bacillus foram espalhados em meio de cultura BDA e um discos de 7 mm de F.
oxysporum foi colocado no centro da placa de Petri. No pareamento de culturas,
discos de F. oxysporum foram colocados a uma distancia de 2,5 cm de comprimento
da inoculacdo por estria feita com suspensio de 3uL de Bacillus sobre meio BDA.
No experimento de COVs, os isolados de Bacillus foram cultivados em placas de
Petri contendo meio TSA sobreposta com placa de Petri cultivada com F. oxysporum
em meio BDA. As placas foram vedadas e incubadas a 28 °C. Placas de petri
apenas com o isolado fungico foram consideradas como testemunha. Os
experimentos foram realizados em delineamento inteiramente casualizado, com 4
repeticbes. Foram avaliados o didmetro do crescimento micelial fungico e a
porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (ICM) aos 3, 6 e 9 dias. Foram
obtidos 10 isolados do PB500, 10 do PBG500 e 20 do BioL. A ICM de F. oxysporum
foi variavel em relacdo aos isolados com o tempo de avaliagdo. No 9° dia de
avaliagao, as maiores ICM de F. oxysporum (67 a 88%) ocorreu com os isolados do
BioL e PB500 pelo experimento de antagonismo direto. Os isolados do BioL
proporcionaram maior ICM de F. oxysporum independentemente do experimento.
No experimento de COVs observou maior numero de isolados que proporcionaram
ICM variando entre 50 e 74%, enquanto no experimento de pareamento de cultura
houve menor numero de isolados com ICM entre 54 a 61%. Dentre os isolados
obtidos, os 14 isolados mais promissores foram identificados por Maldi-Tof como B.
subtilis, B. cereus, Rhodococcus hoagii € nove géneros de Bacillus spp. A selegao
de isolados de Bacillus a partir de biofertilizantes e preparados biodinamicos € uma
alternativa promissora para obtengado de antagonistas eficientes e promissores no
controle de F. oxysporum, visando o manejo da fusariose do grao-de-bico.

Palavras-chave: Agricultura biodinamica; Grao-de-bico; Bacillus subtilis; Fusarium
oxysporum; Biofertilizante; Controle biologico.



SELECTION OF BACILLUS FROM BIOFERTILIZERS AND BIODYNAMIC
PREPARATIONS FOR THE CONTROL OF FUSARIUM OXYSPORUM

ABSTRACT

The chickpea is a legume rich in proteins, vitamins and fibers, which are widely used
in human nutrition. However, Fusarium species represent a limiting factor for its
production. The use of biofertilizer and biodynamic preparation can protect the root
system and promote plant development. Thus, the objective of this study was to
isolate, select and identify Bacillus from biofertilizer and biodynamic preparation with
potential for in vitro control of Fusarium oxysporum. Bacillus isolates were obtained
from commercial biodynamic preparation (PB500), and biodynamic preparation
(PBG500) and liquid biofertilizer (BioL) of our own manufacture. To select Bacillus
isolates against F. oxysporum CML2878, direct antagonism, culture pairing and
production of volatile organic compounds (VOCs) experiments were performed. For
direct antagonism, Bacillus isolates were spread on PDA culture medium and a 7 mm
disc of F. oxysporum was placed in the center of the Petri dish. In paired cultures, F.
oxysporum discs were placed at a distance of 2.5 cm in length from the streak
inoculation made with a 3 uL suspension of Bacillus on PDA medium. In the VOC
experiment, Bacillus isolates were grown in Petri dishes containing TSA medium
overlaid with a Petri dish cultivated with F. oxysporum on PDA medium. The plates
were sealed and incubated at 28 °C. Petri dishes with only the fungal isolate were
considered as control. The experiments were performed in a completely randomized
design, with 4 replicates. The diameter of fungal mycelial growth and the percentage
of mycelial growth inhibition (MGI) were evaluated at 3, 6 and 9 days. Ten isolates
were obtained from PB500 and PBG500, and 20 from BioL. The MGI of F.
oxysporum varied with the isolates with the evaluation time. At 9th day of evaluation,
the highest MGI of F. oxysporum (67 to 88%) occurred with the isolates from BioL
and PB500 in the direct antagonism experiment. The isolates from BioL provided the
highest MGI of F. oxysporum regardless of the experiment. In the VOC experiment, a
greater number of isolates that provided MGI ranging from 50 to 74% were observed,
while in the culture pairing experiment there was a lower number of isolates with MGl
between 54 and 61%. Among the isolates obtained, the 14 most promising isolates
were identified by Maldi-Tof as B. subtilis, B. cereus, Rhodococcus hoagii and nine
genera of Bacillus spp. The selection of Bacillus isolates from biofertilizers and
biodynamic preparations is a promising alternative for obtaining efficient and
promising antagonists in controlling F. oxysporum, aiming to manage chickpea
fusariosis.

Keywords: Biodynamic Agriculture; Chickpea; Bacillus subtilis; Fusarium oxysporum;
Biofertilizer; Biological Control.
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1 INTRODUGAO

O grao-de-bico (Cicer arietinum L.) é originario da regido Sudeste da Turquia,
nas adjacéncias com a Siria, onde sao encontradas as espécies anuais intimamente
relacionadas: Cicer reticulatum e C. echinospermum (Van Der Maesen,1987). O
grao-de-bico € uma das mais antigas leguminosas cultivadas essencialmente para o
consumo humano (Wood; Grusak, 2007). A india participa com mais de 70% da
producao mundial. Outros grandes produtores incluem Australia, Paquistdo, Turquia,
Myanmar, Etiépia, Iran, Canada, USA e Mexico (FAO, 2022). A China também é um
pais produtor asiatico de grao-de-bico, o centro de plantio concentra na provincia
Xinjiang (Zhang et al., 2018). O Brasil ndo apresentava nenhuma area comercial da
cultura até 2011 (Artiaga et al., 2012). No entanto, as condigdes edafoclimaticas,
inclusive as do norte de Minas Gerais sao favoraveis ao cultivo do grao-de-bico
(MOTA, 2013). Apesar de incipiente a cultura dessa leguminosa a nivel comercial no
Brasil, ha uma forte prospecc¢ao dos desafios com fungos do solo como o complexo
de Fusarium (Artiaga et al., 2012; Azevedo et al., 2017; Sharma; Cerkauskas, 1985).

Fusarium pode sobreviver no solo por meio do micélio, clamiddésporos e em
residuos de culturas infectadas por até 6 anos (Singh et al., 2007). A disseminagao
desse fungo pode ocorrer também via sementes de plantas infectadas (Pande et
al.,2007). A murcha de Fusarium provoca graves perdas no rendimento da cultura
nos paises onde sua ocorréncia € conhecida (Singh et al. 2007). Na Asia ocorre
principalmente F. oxysporum f. sp. ciceris, enquanto no Brasil o F. solani e F.
oxysporum sao conhecidamente patogénicos a grao-de-bico cv. Cicero (Azevedo et
al. 2017). Chand e Khirbat (2009) relatam estimativas de perdas anuais regulares de
10 a 15%, chegando a 60-70% em anos de severas epidemias, podendo atingir
100% dependendo da suscetibilidade varietal e das condi¢gdes agroclimaticas. Na
literatura existem relatos de perdas na cultura variando de 12-15% ao ano na
Espanha (Landa et al., 2004), 10% na india (Trapero-Casas; Jiménez-Diaz, 1985),
40% na Tunisia (Bouslama, 1980) e de até 60% em Sonora no México (Gomez,
2004). A murcha e a podriddo negra da raiz incitadas por Fusarium oxysporum em
grao-de-bico sao dificeis de serem manejadas por métodos convencionais devido a
capacidade do fungo em sobreviver no solo e em restos culturais por muitos anos
(Mohammadi; Banihashemi, 2006; Singh et al., 2007). A alta complexidade do
Fusarium dentro das populacdes lhe confere a capacidade de adaptagao e evolugao
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dentro dos patossistemas, o que faz necessario praticas ecoldgicas para nutrir o solo
sem comprometer a sustentabilidade dos agroecossistemas e a qualidade do meio
ambiente (Kumar et al., 2019). O uso de aditivos orgénicos em combinagdo com
biofertilizantes e preparagdes biodindmicas melhorou o status nutricional das folhas
de videira, bem como as propriedades do solo no vinhedo (Hazarika et al., 2024).

Os biofertilizantes s&o formulados com elevada comunidade microbiana;
principalmente bactérias do género Bacillus. Esses microrganismos sao
responsaveis pela decomposicdo da matéria organica, produgdo de gases e
liberagcdo de metabolitos, entre eles antibiéticos e hormdnios de crescimento (Bettiol;
Ghini, 2003). A aplicacao de biofertilizantes organicos melhorou significativamente
algumas propriedades biologicas do solo bem como o rendimento do grao-de-bico
(Patel et al., 2024).

O manejo da fusariose com cultivares resistentes, apesar de ser uma
alternativa promissora, existem poucos materiais comerciais dessa cultura
disponiveis. Além disso, o género Fusarium apresenta grande variabilidade genética,
o que dificulta o manejo com gendtipos resistentes por longos periodos de cultivos.
Concomitantemente, ha falta de produtos quimicos eficientes registrados no
Ministérios da Agricultura Pecuaria e Abastecimento para o controle da fusariose no
grao-de-bico. Entretanto, o uso de bioformulados organicos e produtos de Bacillus
sdo as alternativas mais promissoras para o controle de fungos de solo. Desta
forma, neste trabalho, objetivou-se selecionar isolados de Bacillus de preparados
biodindmicos (pb500) e biofertilizante liquido com potencial controle ao F.

oxysporum isolado de grao-de-bico.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Selecionar isolados de Bacillus de preparados biodindamicos e biofertilizante

liquido com potencial biocontrole do Fusarium oxysporum CML2878.

2.2 Objetivos especificos

e Obter isolados de Bacillus sp. presentes em preparados biodinamicos
comercial (PB500) e biofertilizante liquido;

e Avaliar o potencial dos isolados de Bacillus sp. contra Fusarium oxysporum
CML2878 em estudos in vitro de teste de antagonismo, cultura pareada e
compostos organicos volateis;

¢ |dentificar a nivel de espécie os isolados mais promissores no estudo de

antagonismo in vitro.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Fusariose em grao-de-bico

No grao-de-bico existem varias doengas, sendo a murcha de Fusarium uma
das principais doenga da cultura devido a facil disseminacdo e dificil controle
(Margheim et al, 2004; Azevedo et al., 2017). A murcha de Fusarium provoca graves
perdas no rendimento da cultura nos paises onde sua ocorréncia € conhecida (Singh
et al. 2007; Sunkad et al.,, 2019; Yadav et al., 2023). Estima-se que as perdas
causadas por Fusarium em grédo-de-bico ficam entre 10 a 15%, contudo podem
atingir 70% em anos de severas epidemias ou 100% de acordo a suscetibilidade
varietal e condi¢gdes agroclimaticas (Chand; Khirbat, 2009). Existem relatos de
perdas na cultura variando de 12-15% ao ano na Espanha (Landa et al., 2004), 10%
na india (Trapero-Casas; Jiménez-Diaz, 1985), 40% na Tunisia (Bouslama, 1980) e
de até 60% em Sonora no México (Gomez, 2004). Embora incipiente a expanséo
dessa cultura no Brasil, as fusarioses ja tém dificultado a produtividade nacional
(Artiaga et al., 2012; Azevedo et al., 2017; Sharma; Cerkauskas, 1985; Rocha et al.,
2023). Estudos recentes identificaram que o Fusarium proliferatum, membro da
familia do complexo Fusarium fujikuroi, causou murchamento do grao-de-bico em
Cuba (Duarte-Leal et al., 2020).

O fungo ao infectar a planta hospedeira, coloniza os vasos do xilema e
dificulta a absorg¢ado e translocagao de agua e nutrientes da solugdo do solo para a
parte area. Em condi¢cdes de alta temperatura e com o aumento da taxa de
transpiracdo ocorre a murcha das plantas, principalmente, nos periodos mais
quentes do dia. Apdés a colonizagdo do tecido vegetal ocorre a esporulagdo. Os
esporos podem ser dispersos pelo vento, agua ou movimento do solo e restos de
tecido vegetal das plantas infectadas. No solo, F. oxysporum f. sp. ciceris pode
sobreviver por meio do micélio e clamidésporos, em residuos de culturas infectadas
por até 6 anos (Singh et al.,, 2007). Segundo Pande et al. (2007), a transmissao
ocorre via semente, essas quando provenientes de plantas com sintomas de
murchas, mesmo aparentemente sadias, transportam o patégeno e contamina novas
areas.

O género Fusarium é o principal responsavel do complexo fusariose, com

potenciais agentes fitopatogénicos que acarretam grande impacto econdmico.
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(Leslie; Summerell, 2006). Nesse complexo se destaca o F. oxysporum, esse produz
enzimas que degradam a parede celular dos vasos, consequentemente é
interrompido o transporte de agua, o que resulta no fechamento dos estdbmatos,
murcha e morte de folhas, seguida de morte de toda a planta (Leslie; Summerell,
2006; Singh et al., 2007). Ha registros da murcha por Fusarium que afetam
significativamente a produgdo em mais de 100 espécies de plantas (Dongzhen et al.,
2020; Girma; Abayeneh, 2022). Fusarium oxysporum é classificado em 8 ragas,
onde cada uma expressa diferentes sintomas. As ragas de 0 — 1A; causam
amarelecimento foliar e morte tardia, enquanto as outras racas 2 — 8, clorose rapida
e grave, flacidez com murcha precoce das folhas e rapida morte da planta
hospedeira (Singh; Vyas, 2021).

O grao-de-bico apesar de ser hospedeiro Fusarium, o complexo de Fusarium
também pode atacar outras culturas, incluindo lentilha, ervilha, feijdo guandu, alfafa
e feijao largo, porém sem causar sintomas evidentes de fusariose (Trapero-Casas;
Jimenez-Diaz, 1985). Algumas doengas podem vir a se tornar problemas com o
agravamento de murcha e a podriddo negra da raiz, incitadas por F. oxysporum f.
sp. ciceris e F. solani em grao-de-bico, as quais sao dificeis de serem manejadas por
métodos convencionais (Mohammadi; Banihashemi, 2006; Singh et al., 2007). A alta
variabilidade genética do F. oxysporum e sua capacidade de atacar tecidos
vasculares, garantem facil adaptacéo e instalagdo em diferentes patossistemas, um
desafio eminente que demanda insergdo de praticas de manejo integrado no

gerenciamento da doencga (Pegg et al., 2019).

3.2 Biofertilizantes e preparados biodinamicos no manejo de doencas

Os produtos agricolas biodindmicos em geral sdo organicos, mas nem todo
produto orgénico é biodinamico (Babita; Thakur, 2015; Cakir et al., 2018). Uma
diferenga essencial entre a agricultura organica e a biodindmica é a aplicagéo dos
preparados biodindmicos propostas no inicio do século XX por Rudolf Steiner
(Steiner, 2010).

As principais causas de controle de fungos e bactérias com biofertilizantes &
proveniente da acgao fungistatica e bacteriostatica, principalmente pela presencga da

bactéria Bacillus subtilis (originaria do rumem de bovinos), estes sintetizam
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substancias antibioticas, aliado a diversos nutrientes, vitaminas e aminoacidos
(Bettiol, 2001; Silva et al., 2014).

A utilizac&o de biofertilizantes em leguminosas teve uma area total de mais de
40 milhdes de ha no ano de 2000 (Phillips, 2004). Métodos de controle bioldgico sao
alternativas eficazes e ecologicamente viaveis (Baker et al., 2020). Os
biofertilizantes sdo a solugdo para viabilizacdo de uma agricultura sustentavel. Os
grandes impactos ambientais causados devido ao uso incorreto de insumos
quimicos em sua maioria sdo irreparaveis (Mahapatra et al., 2022). Diferente dos
quimicos em seus processos produtivos, os biofertilizantes sdo de origem organica
compostos por “derivados” de vegetais, animais, biomassa microbiana ativa. Esta
interage com as plantas na disponibilizagdo de nutrientes principalmente o fésforo
presente na rizosfera, promove inducdo de fitohormbnios para resisténcia a
patdgenos, aumenta tolerancia a estresses abiodticos (Kumar et al., 2024).

Os Dbiofertilizantes possibilitam bactérias endofiticas que apresentam
mecanismos antagonista especificos a fungos (Angonese et al., 2009), sendo fonte
promissora no manejo integrado de doengas. Esses produtos sdo constituidos
principalmente de esterco de vaca, os quais estdo presentes bactérias pertencentes
ao filo Bacteroidetes (38,3%), Firmicutes (29,8%), Proteobacteria (21,3%) e
verrucomicrobia (2%) (Girija et al., 2013). Os microrganismos dos biofertilizantes e
preparados biodindmicos sdo capazes de aumentar o acesso das raizes a
elementos como N, P, K e Zn (Castaldi et al., 2023; Sousa et al., 2018). O manejo
com biofertilizantes tem como objetivo melhorar a fixacdo de N no solo, aumentar a
solubilidade de P, K e Zn, facilitar a oxidacdo do ferro, enxofre e o biocontrole na
rizosfera de agentes fitopatogénicos (Mahapatra et al., 2022). A garantia de seu uso
esta no fornecimento de nutrientes essenciais para as plantas, na preservacao da
biodiversidade, na seguranca alimentar e na protegcdo dos recursos naturais. A
acidez do solo é controlada com o decorrer de suas aplicagdes, o qual € muito util no
setor agricola para revitalizar solos e aumentar o rendimento das colheitas (Zhang et
al., 2018).

A maioria das bactérias presentes nos preparados biodinamicos, pertencem
ao género Bacillus, que além da promocgao de crescimento das plantas conferem
tolerancia a estresses, indugao de resisténcia sistémica, producao de lipopeptideos
antibidticos, formagéao de biofilme na rizosfera (Hashem et al., 2019). Um trabalho de

integracdo da difracdo com fluorescéncia de raios X, possibilitou observagado da
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hierarquia estrutural e a heterogeneidade elementar no interior de biofilmes de B.
subtilis (Azulay et al., 2022). Essa espécie abundante nos biofertilizantes auxilia a
saude do solo, promove remediacdo de metais, melhoria de sequestro do carbono,
facilitagdo da absorcao de fésforo, atuagcdo na desnitrificagdo dos agroecossistemas
e principalmente o biocontrole de diversos fitopatégenos (Msaad, et al., 2024).

As aplicagcdes dos biofertilizantes sao feitas em sementes, folhas, raizes e
solo. De forma a aumentar a disponibilidade de nutrientes na rizosfera, dentro do
tecido vegetal com enddfitos e estimular processos relacionados ao crescimento das
plantas (Kumar et al.,, 2019). Inoculacbes de B. subtilis nas fases de muda
estimularam o crescimento do grao-de-bico (Lalzar, 2022). O enxofre existente em
formas inorganicas no solo é convertido para formas organicas, como o sulfato
oxidado por bactérias dos fertilizantes orgéanicos (Kumar et al., 2024).

As formacbes de biofilmes entre as relagdes fenotipicas dos consorcios
microbianos no solo, permitem interacdes entre cada espécie, as quais promovem
biossinteses de acidos e metabdlitos secundarios seletivos a proliferagdo de novos
microrganismos (Moreno-Velandia et al., 2021). As comunidades altamente diversas
dos microrganismos sao menos propensas a invasao do que comunidades menos

diversas (Mawarda et al., 2022).

3.3 Mecanismos de biocontrole de bacillus no controle de patégenos de solo

Os mecanismos sao desde competicdo por nutrientes e espaco, producao de
metabdlitos secundarios a sintese de horménios, produc¢ao de biofilme, promogao de
crescimento e inducdo de resisténcia sistémica em plantas. Esses desempenham
um papel ativo na interacéo raiz-microbio, podem alterar as propriedades quimico-
fisicas e biolégicas do solo e promover o controle de patossistemas (Ramawat;
Goyal, 2020).

Bacillus subtilis ao colonizar plantas de tomate, controla a murcha do
tomateiro, doenga causada por Fusarium chlamydosporu, um potente patégeno de
dificil controle muito resistente a fungicidas. O biocontrole é favorecido por meio de
micoparasitismo, via de resisténcia sistémica induzida e resisténcia sistémica
adquirida, com aumento da produgdao em mais de 20% em condi¢gdes de campo
(Yadav, 2024)
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Dentre os principais agentes usados no controle biolégico de patégenos de
solo, como fungos e nematoides, destaca-se o género Bacillus (Zhou et al., 2024).
Os Bacillus tém grande potencial para inibigdo direta do crescimento de patogenos,
via rotas metabdlicas de enzimas a compostos volateis (Rehman; Leiknes, 2018). As
células bacterianas em suspensao celular podem competir com as células fungicas
por nutrientes ou espaco, produzir compostos antifungicos ou ativar os mecanismos
de defesa da planta hospedeira (Ongena et al., 2008).

As amilases, proteases e celulases dos Bacillus spp. promovem a supressao
de fungos patogénicos (Sritongon et al., 2023). Os estudos de Ayaz et al. (2024)
evidenciaram que B. subtilis possuem forte potencial de biocontrole
contra Sclerotinia sclerotiorum, com até 74% de inibicdo em experimentos de cultura
dupla e placa de particdo. Em continuacdo desses estudos, o mesmo isolado de B.
subtilis foi testado no cultivo de soja em vasos, para avaliagdo da qualidade
fisiolégica das mudas, em relagcdo ao aumento do crescimento nos diferentes
parametros; comprimento da raiz 29,87%, do broto 31,23%, peso fresco total
33,45% e peso seco total 27,56%. Experimentos em viveiro com nematoides
mostrou que a aplicagao de B. subtilis a 5, 10 e 15 g m™2 reduziu significativamente a
formacao de galhas nas raizes da soja (37,0 a 85,8%) (Gowda et al., 2024).

Muitos estudos mostraram que uma variedade de compostos antifungicos
gerados por Bacillus sp. sao importantes na atividade de biocontrole (Hashem et al.,
2019). Os compostos volateis, como acido indol acético, sideréforos, amilase,
protease extracelular, celulose e B-1,3-glucanase, aumenta atividades enzimaticas
relacionadas a defesa para e promocdo do crescimento em varias culturas
(Shasmita et al., 2022). Os Compostos Organicos Volateis (COVSs) produzidos por
espécies como Pseudomonas spp. exibem efeitos antifungicos contra Rhizoctonia
solani na cultura do arroz (Wang et al., 2021).

Diversificados COVSs sao produzidos por rizobactérias e exibem
propriedades antibacterianas ou antifungicas (Kai et al., 2009). Na literatura existem
relatos da produgdo de compostos de &cido octanoico 2-metil (OA), acido
trifluoroacético (TA), dimetilsulféxido (DMSO), etil tailgate (ET), , fenol, 2,3,4,6-
tetrametil (PTM), metil isovalerato (MI), acido trifluoroacético (TA), cloreto de
butanoila (BC), benzaldeido (BH), 4-hidroxi benziladlcool (HBA), 5-metil-2-tiofeno
carboxaldeido (MT), 1-butanol (BN), nitrito de amila (AN), 2-undecanotiol (UT), e

cloridrato de acido 2-(etil-imidazol-il)acético (EHI), este ultimo possui um forte efeito
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de toxicidade em Meloidogyne incognita e no micélio de F. oxysporum em baixas
concentragdes (Maqgsood et al., 2024).

A caracterizagéo inicial de Bacillus tem cerca de 150 anos, contudo sua
taxonémica continua confusa (Zeigler et al., 2021). Os Bacillus sp. produzem
endosporos extremamente tolerantes e a biossintese de seus compostos sao de
interesse comercial (WU et al., 2015), com potencial para produzir um amplo
espectro de antibidticos lipopeptidicos e proteinas antifungicas (Koilybayeva et al.,
2023; Torres et al.,, 2015). As atividades antag6nicas de Bacillus spp. sé&o
associadas a sintese de metabdlitos secundarios, com caracteristicas antibidticas,
incluindo o grupo iturina como uma nova familia de antibidticos, isolados de B.
subtilis (Mhammedi et al., 1982). A atividade antagbnica das bactérias € mediada
pela sintese de uma variedade de metabdlitos secundarios volateis ou n&o volateis
(Kai et al., 2009; Torres et al.,, 2015), metabdlitos que causam danos as hifas
fungicas e induzem resisténcia ao hospedeiro (Yanez-Mendizabal et al., 2021). As
Quitinases produzidas por B. subtilis degradam as paredes celulares de R. solani
(Bougellah et al., 2024; Saber et al., 2015).

Existem varias espécies de Bacillus com potencial de controle de fungos de
solo, capazes de promover o crescimento vegetal e induzir resisténcia atraves de
compostos antimicrobianos (Bamisile et al., 2023; Karaci¢ et al., 2024; Kumar et al.,
2024). Os Bacillus subtilis produzem quitinases que hidrolisam a endo-hidrdlise
aleatoria de ligagbes N-acetil-B-D-glucosaminida (1—4)-3 em quitina e
quitodextrinas. As aplicagdes incluem producdo de fertilizantes, sintese de
biomateriais e aprimoramento de fungicidas e inseticidas (Mahmoodi et al., 2024).

Estudos de controle biolégico com biofertilizantes de bactérias diazotrépicas
mostraram controle a Alternaria spp., Botrytis spp., Fusarium oxysporum e
Colletotrichum spp. (Angonese et al., 2009). Dentre essas destaca-se o género
Bacillus, por possui grande potencial para produgao de bioformulados, capacidade
em manter sua viabilidade de armazenamento e resisténcia a condigcdes adversas
(Maheshwari et al., 2015, Petras et al., 1985; Sahu et al.,2021; Takate; Gaykar,
2021). Inoculagbes de B. subtilis diminuiram a incidéncia de Pythium sp. e
Rhizoctonia solani no abacaxizeiro com o favorecimento do crescimento,
produtividade e melhora da adaptagao do abacaxizeiro ao ambiente in vivo (Baldotto
et al.,, 2010). Bacon et al. (2001) relataram que B. subtilis promoveu reducao de

micotoxinas do Fusarium moniliforme acumuladas no grao do milho. Outro estudo
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mostrou que o B. subtilis compromete a morfologia e os processos metabdlicos das
hifas F. oxysporum (Liu et al., 2023).

Estudos com isolados de Bacillus spp. promoveram o biocontrole de
Colletotrichum acutatum (Kupper et al., 2003). Em ensaio de antagonismo in vitro
com sementes de tomateiro B. subtilis mostrou eficacia de 80% de inibicao de
Rhizoctonia solani, além de produzir alta concentragdo de lturina A (Asaka; Shoda,
1996). Em outro estudo, Pleban et al. (1997b) relataram que B. cereus isolado de
Sinapis produziu quitinase. Em outro estudo, Xie et al. (2018) relataram que B.
cereus realiza biossintese de 2-etil-1-hexanol, 2-undecanona, benzotiazol,
ciclohexanol, n -decanal, nonanal, pirazina (2,5-dimetil) e trissulfeto de dimetila,
compostos organicos que possuem atividades de biocontrole. Os COV produzidos
por B.s subtilis possibilitaram inibicdo do crescimento em Alternaria alternata,
Botrytis cinerea, Colletotrichum gloeosporioides, Monilinia fructicola, Penicillium

expansum, Rhizoctonia solani e Sclerotinia sclerotiorum (Gao et al., 2018).
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Resumo

Espécies de Fusarium representam um fator limitante para a producédo do gréo-de-
bico (Cicer ariatinum L.), sendo o uso de produtos organicos a base de Bacillus uma
alternativa no manejo da fusariose. Neste trabalho, objetivou-se estudar o potencial
de isolados de Bacillus provenientes de biofertilizante e preparado biodinamico no
controle de Fusarium oxysporum do grao-de-bico. Os isolados de Bacillus foram
obtidos de preparado biodindmico comercial (PB500), e preparado biodindmico
(PBG500) e biofertilizante liquido (BioL) de fabricacdo prépria. Foram feitos
experimentos de antagonismo direto, pareamento de cultura e produgcdo de
compostos organicos volateis (COVs) para avaliar a eficiéncia dos isolados de
Bacillus contra F. oxysporum CML 2878. Nestes experimentos foram avaliados o
didmetro do crescimento micelial fungico e a porcentagem de inibicdo do
crescimento micelial fungico aos 3, 6 e 9 dias de incubagado. Os isolados do BioL
causaram maior inibicdo do crescimento micelial de F. oxysporum (54 e 88%) pelos
testes de pareamento de culturas e antagonismo direto, respectivamente. No
entanto, a maioria dos isolados mostraram se eficientes na inibicdo do crescimento
micelial contra F. oxysporum pelo experimento de COVs. Dentre os 40 isolados
obtidos, os 14 mais promissores foram identificados como Bacillus sp., sendo duas
especies de B. subtilis e de B. cereus. No presente estudo demonstramos que a
selecao de Bacillus de BioL e dos preparados biodinamicos & promissora para a
busca de isolados eficientes no controle de controle de F. oxysporum do grao-de-
bico.

Palavras-chave: Bacillus subitilis; Biocontrole; Biofertilizante; Preparado biodindmico;
Fusarium oxysporum.
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Abstract

Fusarium species represent a limiting factor for chickpea (Cicer ariatinum L.)
production. The use of organic Bacillus-based products is an alternative for
managing fusariosis. This study aimed to study the potential of Bacillus isolates from
biofertilizer and biodynamic preparations to control Fusarium oxysporum in chickpea.
Bacillus isolates were obtained from a commercial biodynamic preparation (PB500),
a biodynamic preparation (PBG500) and a liquid biofertilizer (BioL) own manufacture.
Direct antagonism, culture pairing and volatile organic compound (VOC) production
experiments were performed to evaluate the efficiency of Bacillus isolates against F.
oxysporum CML 2878. In these experiments, the diameter of fungal mycelial growth
and the percentage of inhibition of fungal mycelial growth were evaluated at 3, 6 and
9 days of incubation. The BiolL isolates caused greater inhibition of mycelial growth of
F. oxysporum (54 and 88%) by culture pairing and direct antagonism tests,
respectively. However, most isolates were efficient in inhibiting mycelial growth
against F. oxysporum by the VOC experiment. Among the 40 isolates obtained, the
14 most promising were identified as Bacillus sp., two species of B. subtilis and B.
cereus. In the present study, we demonstrated that the selection of Bacillus from
BioL and biodynamic preparations is promising for the search for efficient isolates in
the control of F. oxysporum in chickpea.

Keywords: Bacillus subtilis; Biocontrol; Biodynamic preparation; Biofertilizer;
Fusarium oxysporum.
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1. Introdugao

A cultura do grao-de-bico (Cicer arietinum L.) esta globalmente em expansao,
com aumento de 27,3% na producédo e 14,2% em area cultivada (Merga; Haji, 2019).
O grao-de-bico é a terceira leguminosa mais ricas em fonte nutritiva de proteinas,
carboidratos, fibras, vitaminas e minerais (Begum et al., 2023). Esta cultura é
cultivada principalmente no Oriente Médio, Asia Central e do Sul, bacia do
Mediterraneo, Australia, Africa Oriental e América do Norte (Marteau-Bazouni et al.,
2024). Sua producéo global em 2022 foi de 18,1 milhdes de toneladas (FAO, 2022).
Os fungos, nematoides e virus atacam o grao-de-bico causando perdas significativas
na producao (Rocha et al.,, 2023). Dentre os principais problemas fitossanitarios
encontra-se a fusariose causada pelo complexo de Fusarium (Azevedo et al., 2017;
Meshram, 2019; Rocha et al.,, 2023). Os sintomas variam para cada espécie, F.
Solani causa podridao radicular e F. oxysporum causa murcha vascular (WANG et
al.,, 2021). A fusariose € uma doenca de facil disseminacdo e dificil controle,
transmitidas via solo, agua, ar e materiais contaminados (Rocha et al., 2023).

A pressédo desses fungos € maior em regides de terras secas e estresses
ambientais (Hamida et al., 2024). A incidéncia de doencgas de podridao das raizes e
murcha causada por espécies de F. oxysporum comprometem as areas de producgao
de grao-de-bico (Maitlo et al., 2019). Um estudo de amostras de solo na Etiopia
indicou que a fusariose esta significativamente associada aos tipos de solos
argilosos (vertisolos), concomitantemente as variedades do tipo Desi, praticas de
plantio precoce, natureza de floragao precoce ou maturidade precoce das cultivares
(Bekele et al., 2021). A fusariose pode agravar entre 10 e 94% de redugdo no
rendimento potencial a cada ano (Yadav et al., 2023).

O manejo integrado da doenga com o uso de variedades geneticamente
resistentes séo efetivas praticas culturais (Sunkad et al., 2019). Entretanto, para o
controle da fusariose do grao-de-bico é fundamental a integracdo de métodos de
controle tais como rotacdo de cultura, controle quimico, cultivares resistentes,
praticas agrondbmicas e controle biolégico (Venkataramanamma, 2023). O
género Bacillus tem apresentado grande potencial no controle biolégico, devido a
capacidade em formacgao de esporos resistentes ao calor e a dessecagao além de
possuir diferentes mecanismos de agao antifungicos (Magotra et al., 2021; Rathod et
al.,2023; Singh et al., 2023).
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O uso de produtos a base de esterco como os preparados biodindmicos e
biofertilizantes sdo fontes de nutrientes promotores do crescimento de plantas e
ricos em consorcios microbianos (Mbong et al., 2021; Zhang et al., 2020). Assim, o
uso de preparados biodinamicos e biofertilizantes podem elevar o potencial de
producdo e garantir mais eficiéncia no cultivo do grdo-de-bico e controle da
fusariose. Os preparados biodinAmicos podem apresentar densidade microbiana de
2,3 x 108 UFC/g e bacteriana de 3,4 x 108 UFC/g (Pathak et al., 2010; Giannattasio
et al., 2013). Radha e Rao (2014) verificaram atividade antagonista de Lysinibacillus
e B. licheniformis isolados de preparados biodinamicos contra Rhizoctonia bataticola
em plantas de milho. Rupela et al. (2003) isolaram 17 isolados bacteriano de
preparados biodindamicos com atividade antagonista contra Sclerotium rolfsii, F.
oxysporum e Aspergillus flavus. Em outro estudo, Vaish et al. (2021) isolaram 68
bactérias de preparado biodinamico e 10 isolados apresentaram atividade contra F.
solani, Colletotrichum gloeosporiodium e Pestalotiopsis mangiferae, sendo o isolado
mais eficaz identificado como B. safensis que mostrou alta atividade de pectinase,
celulase e amylase. Garg et al. (2004) e Ram et al. (2007), relataram aumento na
populagdo microbiana da rizosfera de solos de campo e pomar apds a aplicagao de
preparagdes biodinamicas.

Embora o uso de preparados biodindmicos e biofertilizantes € conhecido a
séculos sobre seu potencial no desenvolvimento de plantas e no controle de
doencas, o mecanismo de acao desses produtos precisa de melhor conhecimento,
bem como a busca de novos isolados promissores, visando aumentar a eficacia dos
produtos aplicados contra patdgenos de solo em diversas culturas. Desta forma,
neste trabalho, objetivou-se estudar o potencial de isolados de Bacillus de preparado
biodindmico comercial (PB500) e biofertilizantes para o controle de Fusarium

oxyporum do grao-de-bico.

2. Material e métodos

2.1. Produgéo do preparado biodindmico e biofertilizante

Os materiais para obtencdo dos isolados originaram-se da fermentacao
anaerobica do esterco de vaca em lactagao fresco, oriundos de 3 regides, curtido de
forma e em “recipientes” diferentes. O biofertilizante liquido (BioL) foi obtido na zona

rural, localizada a 15km de Bocaiuva-MG. Para isso, em foram coletados 15kg de
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esterco fresco de vacas em lactagdo e colocados em 200 litros de agua de pocgo
artesiano, acrescido de 3,5 kg de rapadura ralada. Em seguida, homogeneizou e
deixou armazenado por 6 meses em biodigestor “bulbona” de 240 litros
hermeticamente fechada, o qual foi acoplada a uma valvula EVOQUE para permitir a
saida dos gases (principalmente o metano) produto da biodigestao anaerobica.

O Preparado Biodindmico de esterco (PB500) comercial foi adquirido em pacote
de 120 gramas pela empresa Associagdo Brasileira de Agricultura Biodiémica,
Botucatu-SP. (https://loja.biodinamica.org.br/produto/preparado-500-chifre-esterco/).
Para esse produto, recomenda-se diluir 100g em 60 litros de agua por hectare,
aplicado no momento do preparo do solo, na semeadura ou no transplante. Ja o
Preparado Biodinamico de esterco de fabricacdo prépria (PBG500) foi produzido na
zona rural a 12km do municipio de Botumirim-MG. Esse consistiu em 100g esterco
fresco de vaca em lactagao, criadas em sistema organico, curtido dentro do chifre de
vaca “hermeticamente” fechado com argila, enterrado no més de abril a outubro de
2021. Preparado que consistiu em aspecto solido. O PBG500 ficou armazenado

durante 12 meses até obtencéo dos isolados de Bacillus sp.

2.2. Obtengao de Bacillus sp

Para obtencdo dos isolados de Bacillus sp. utilizou-se os produtos de
fermentacao bioldgica BioL, PB500 e PBG500. O isolamento foi adaptado do método
da organizacdo mundial de saude (Silva et al.,, 2002), pela técnica de diluicdes
seriadas, precedidas, uma hora de dinamizagdo manual em becker, com uma
solucdo aquosa de concentracdo em proporcdo a recomendada pela associagao
biodindmica de 60g/100litros, ajustada para 6g de PB500 por litro e 600ml/litro do
BioL. Em seguida, aquecidas a 80°C por 12min, com resfriamento imediato
(submersdo em agua com gelo, para causar “choque térmico”), por 5min, nesse
processo € selecionado em maioria o género Bacillus, por serem termoestaveis e
resistirem a essa termorregulagado. A seguir, uma aliquota de 100 pL da diluigdo 1073
“termo regulada” foi plaqueada em meio TSA (Trypticase Soy Agar) solido e
incubada a 30°C por 48 horas. A obtencdo das culturas puras dos isolados de
Bacillus sp. utilizados nos experimentos foi através da repicagem, com auxilio da
alca de platina, de pequenos fragmentos das formagdes de coldnias com aspectos
de “rugas”, coloragdo esbranquigadas, para outras placas contendo meio TSA. Os

isolados de Bacillus individualizados apds o periodo de incubacdo de 48 horas,
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foram repicados para tubos de eppendorf de 0,5 mL com meio liquido TSB

(Trypticase Soy Broth) e armazenados em geladeira a 4°C.

2.3. Experimento de antagonismo

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Pesquisa em Fitopatologia
(LPF) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Campus Montes Claros-
MG. Nos experimentos foi utilizado o isolado de F. oxysporum CML2878
conhecidamente patogénico ao grao-de-bico cv. Cicero (Azevedo et al., 2017). Para
isso, esse isolado fungico foi cultivado em meio soélido BDA (Batata Dextrose Agar) a
25°C por 15 dias. Os isolados de Bacillus, obtidos conforme descrito anteriormente,
foram cultivados em meio TSB sélido a 28°C por 24 horas antes de serem utilizados
nos experimentos. Para isso, uma aliquota de 3 uL de cada isolado de Bacillus foi
adicionado em tubos de ensaio contendo 10 mL de solucdo salina a 0,85% de NaCl.
As suspensodes bacterianas foram agitadas em agitador do tipo de Vortex a 150 rpm
para homogeneizar a suspensdo e padronizar a turbidez na escala 0,5 de
McFarland, no intuito de comparagédo de densidade bacteriana, equivalente a 108
células/mL. Apds a padronizacdo da turbidez, as suspensbes dos isolados de
Bacillus foram usadas nos experimentos.

Para o experimento de antagonismo, 3 mL da suspensao bacteriana padronizada
quanto a turbidez foi adicionada em placa de Petri de 90 mm de didmetro contendo
meio solido BDA. A seguir, a suspenséao foi espalhada com auxilio de swab estéril
sobre 0 meio de cultura até uniformizacdo. Apds esse procedimento, colocou no
centro da placa de Petri um disco de 7 mm de diametro com meio e micélio de F.
oxysporum CML 2878, cultivado em meio BDA por 15 dias. Placas com apenas o
disco de micélio fungico no centro do meio de cultura foram consideradas
testemunhas. As placas foram vedadas com filme de PVC transparente e incubadas
em sala ambiente com temperatura de 25 + 2°C. Neste experimento foi utilizado 35
isolados de Bacillus (tratamentos), 17 do BioL e 18 do PB500, mais uma
testemunha, totalizando 36 tratamentos. O delineamento foi inteiramente
casualizado (DIC), com 4 repeti¢des.

No 3°, 6° e 9° dia de incubacgéao foram feitas as avaliagbes do crescimento micelial
de F. oxysporum CML2878. Para avaliar o crescimento micelial fungico foram
realizadas medi¢cdes do didmetro das colbnias, em trés sentidos diametralmente

opostos, do centro do disco do micélio fungico para a borda da col6nia na placa de
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Petri. A porcentagem de inibicdo do crescimento micelial foi calculada de acordo

com a formula de (Wang et al. 2021).

ICM (%) = ( ) x 100

Onde ICM: porcentagem de inibigdo do crescimento micelial; C: crescimento micelial

no controle; T: crescimento micelial fungico na presencga de isolados de Bacillus sp.

2.4 Experimento de cultura pareada

Para o experimento de cultura pareada utilizou 37 isolados de Bacillus, 20 dos
preparados biodindmicos (PB500 e PBG500) e 17 do BioL mais a testemunha,
totalizando 38 tratamentos. Os isolados bacterianos e fungico foram os mesmos
descritos no experimento de antagonismo direto. Esse experimento foi em placas de
Petri de 90 mm de didmetro com meio solido BDA acrescido um disco de 7 mm de
didmetro com micélio fungico, e lateralizado a 25 mm uma estria de 30mm feita com
3 pL de isolado de Bacillus cultivado em TSA por 48 horas (Singh et al., 2020). As
condicbes de incubagdo, as avaliagdes e o delineamento experimental foram

similares ao experimento anterior.

2.5 Experimento de compostos organicos volateis (COVs)

Neste experimento utilizou 37 tratamentos de Bacillus, desse total, 17 isolados do
BioL e 20 dos preparados biodinamicos mais a testemunha. Para o estudo dos
COVS, em placas de Petri de 90 mm de didmetro contendo meio solido TSA foi feita
a inoculagéo de isolado de Bacillus com turbidez padronizada na escala de 0,8 de
McFarland, cultivado a temperatura de 25 + 2°C por 48 horas. Em outra placa de
Petri com mesma dimensdo com meio sélido BDA colocou no centro da placa um
disco de 7mm do F. oxysporum CML 2878. A seguir, as duas placas foram unidas e
vedadas com filme PVC transparente e incubadas nas mesmas condi¢gdes do
experimento anterior. As avaliacdes e o delineamento experimental foram similares

aos descritos anteriormente.

2.6 Identificagcao dos isolados

Os isolados foram identificados pelo aspecto morfolégico da colénia conforme

Monnerat et al. (2020). Os isolados que apresentaram resultados de inibicdo do
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crescimento micelial de F. oxysporum CML2878 superiores a 50% foram
identificados a nivel de espécie pela técnica de espectrometria de massa

(Tecnologia Matrix-Assisted Laser Desorption lonization — Time of Flight) (Maldi-tof).

3. Anadlises estatisticas

Os dados referentes ao crescimento micelial foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA), e as médias foram comparadas pelo teste de agrupamento de
Scott-Knott ao nivel de 5% significancia. Para analise estatistica utilizou o programa
estatistico R, verséo 3.2.4 (R Core Team, 2016).

4. Resultados

Os produtos biofermentados possibilitaram 40 isolados de Bacillus, sendo 18
do BiolL, 12 do PB500 e 10 do PBG500 (Tabela 1). Apds 72 horas de incubagado em
meio TSA, as colbnias foram observadas nas placas de Petri para verificar a
presenca de colbnias tipicas de Bacillus com aspecto da colbnia de cor creme na
parte central a esbranquicada na lateral, opaca e pouco brilhosa com superficie lisa,
sem elevagao, com formato lobado nas laterais, cor creme a branca com formato
cilindrico, opaca com superficie lisa e sem formato lobado nas laterais, cor branca
leitosa com forma cilindrica, com superficie lisa brilhante, cor creme, textura aspera
e seca, rodeada por halo esbranquicado, cor branco gelo, branco creme, amarela
claro, rosa claro e formatos cilindrico a elipsoidal com bordas variando de lisa,
lobada, rugosa e irregular (Fig. 1). Dos 40 isolados obtidos foram identificadas 5
espécies pelo Maldi-Tof com pontuagcdo acima de 2,0 como pertencentes as
espécies de B. cereus, B. subtilis e Rhodococcus hoagii, sendo o isolado
UFMG/PBC6 e UFMG/PBCS8 identificados como B. cereus, os isolados UFMG/BIO11
e UFMG/BIO14 identificados como B. subtilis, e o isolado UFMG/PBC5 identificado

como R. hoagii.

Tabela 1. Isolados bacterianos obtidos de diferentes produtos biofermentados de
esterco, morfologia da col6nia e identificacdo a nivel de género/espécie pela técnica
de espectrometria de massa (Maldi-Tof).

Maldi-Tof
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Isolados

Formalcor da col6nia

Género/Espécie

(Score)

Produto

UFMG/PBG1

UFMG/PBG2

UFMG/ PBG3

UFMG/ PBG4

UFMG/ PBG5

UFMG/ PBG6

UFMG/ PBG7

UFMG/ PBG8

UFMG/PBG9

UFMG/PBG10

UFMG/PBC1

UFMG/PBC2

UFMG/PBC3

UFMG/PBC4

UFMG/PBC5

Caramelo com borda
acinzentada

Transparente com
pontuacdes e borda
mais escura

Cinza, bordas com
microvilosidades em
tons mais escuros
Caramelo, manchas
circuncéntricas mais
escuras

Branca, nucleo com
rugosidades

Transparente com
manchas furta-cor
circulares

Transparente, bordas
esbranquigadas, com
invaginagdes

Caramelo claro

Caramelo, nucleo
envolto com halo
protuberante

Caramelo escuro do
centro para a periferia
mais clara, formato
circular, com bordas
esbranquicadas

Branco creme, centro
convexo, halo mais
claro na periferia

Branco para caramelo,
forma de
circunferéncia, halo na
periferia

Cinza, bordadura com
invaginagdes degradé
do centro mais escuro
para a borda mais
clara

Branca, formato
circular, borda com
microvilosidades

Rosada com bolhas de

Bacillus sp.

Bacillus sp.

Rhodococcus hoagii

1.573

1.992

2.063

PBG500

PBG500

PBG500

PBG500

PBG500

PBG500

PBG500

PBG500

PBG500

PBG500

PB500

PB500

PB500

PB500

PB500



UFMG/PBC6

UFMG/PBC7

UFMG/PBC8

UFMG/PBC9

UFMG/ PBC10

UFMG/ PBC11

UFMG/ PBC12

UFMG/BIO1

UFMG/BIO2

UFMG/BIO3

UFMG/BIO4

UFMG/BIOS

UFMG/BIO6

3mm transparentes
(esporangios)

Branco gelo, halos
separados em degradé
do branco para o
cinza, borda
translucida

Caramelo claro,
rugosidades
proeminentes, saco
esporangio, forma
desregular

Caramelo, formato
circular, bordadura
cinza

Amarelada com halo
periférico dourado

Branco, aspecto
leitoso, formato circular

Semelhante a PBC3 e
PBCB6, diferenciacao
do nucleo com
formagdes em forma
de estrela

Branco, forma
filamentosa,
semelhante ao Bacillus
micoydes

Caramelo, centro em
forma de bolhas

Branca gelo,
rugosidades, halo
circular mais claro,
borda néo circular

Amarelada degradé do
escuro para claro, com
rugosidades mais
claras, formato circular

Cinza com halo
branco, formato
irregular

Branco, halos mais
claros separados em
degradé do branco
para o translucido

Amarelada, formato

Bacillus cereus

Bacillus sp.

Bacillus cereus

2.165

0.979

2.355

PB500

PB500

PB500

PB500

PB500

PB500

PB500

BioL

BioL

BioL

BioL

BioL

BioL
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UFMG/BIO7

UFMG/BIO8

UFMG/BIO9

UFMG/BIO10

UFMG/BIO11

UFMG/BIO12

UFMG/BIO13

UFMG/BIO14

UFMG/BIO15

UFMG/BIO16

UFMG/BIO17

UFMG/BIO18

irregular, halo mais
claro

Branca com centro
rugoso e borda
acinzentada

Amarelada, nucleo
com pontinhos

Branca, com borda
cinza e pequenos
filamentos

Branco leitosa halo
ausente, crescimento
acelerado

Caramelo com bolsas
tipo esporangios e
rugosidades

Centro branco com
borda cinza e
rugosidades claras

Branca com
rugosidades mais
claras e proeminentes

Branca com
rugosidades
esbranquicadas e
presenca de
esporangios

Branca, com halo
proeminente centro
mais escuro, borda

acinzentada

Cor branca, nucleo
com estrias em forma
de estrela

Ocre, formato irregular
com microvilosidades e
rugosidade no centro
proeminentes em tons
mais claros

Rosa claro, centro
convexo com halo mais
claro e borda
acinzentada

Bacillus sp.

Bacillus sp.

Bacillus subtilis

Bacillus sp.

Bacillus subtilis

Bacillus sp.

Bacillus sp.

Bacillus sp.

1.993

1.999

2.108

1.731

2.123

1.818

1.671

1.699

BioL

BioL

BioL

BioL

BioL

BioL

BioL

BioL

BioL

BioL

BioL

BioL
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Fig. 1. Morfologia de col6nia de isolados de Bacillus sp. obtidos de preparados
biodindmicos e biofertilizantes de esterco.

Os isolados UFMG/BIO13 (Bacillus sp.), UFMG/BIO15 Bacillus sp.),
UFMG/BIOO01, e as espécies de B. subtilis e B. cereus proporcionaram maior ICM de
F. oxysporum pelo teste de antagonismos direto, com diametro variando entre 0,7 a
2,02 cm (Tabela 2). Bacillus sp. (UFMG/BIO13) causou maior ICM de F. oxysporum
desde o 3° dia (99%) até ao 9° dia (88%) de avaliagdo, com um pequeno aumento
de 11% no didmetro micelial de F. oxysporum. Resultado similar foi observado com
os demais isolados que apresentaram maior porcentagem de inibicdo do
crescimento micelial. Observa-se que no 9° dia de avaliagao ocorre inibigao Bacillus
sp. (isolado UFMG/BIO13) com 88% de inibicdo do crescimento micelial de F.
oxysporum, enquanto Bacillus subtilis (isolado UFMG/BIO14), B. cereus (isolado

UFMG/PBCSG) inibiram 80 e 70%, em comparacao com a testemunha (Fig. 2).
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Tabela 2. Didametro médio (cm) do crescimento micelial de Fusarium oxysporum
CML2878 e porcentagem de inibigdo do crescimento micelial (ICM) fuangico no
experimento de antagonismo direto com isolados de Bacillus sp. aos 3, 6 e 9 dias de
incubacao.

3° dia 6° dia 9°dia

identificago  COdigo  Didmetro ICM  Diametro ICM  Dizmetro oM
UFMG/BIO13 Bacillus sp. 0,70a 99 0,78 a 93 1,05a 88
UFMG/BIO15 Bacillus sp. 1,17a 67 1,18 b 82 1,55 a 80
UFMG/BIO14 B. subtilis 1,07a 68 1,10b 83 1,56a 80
UFMG/BIO11 B. subtilis 1,07a 68 1,08b 83 2,02a 74
UFMG/BIO1 - 1,24a 63 2,03c 68 2,38b 70
UFMG/PBC6 B. cereus 1,12a 66 1,36b 79 231b 70
UFMG/PBC8 B. cereus 1,97a 40 1,88 ¢ 71 2,59b 67
UFMG/PBC7 Bacillus sp. 237d 28 3,26d 49 469c 40
UFMG/PBC3 - 205¢c 38 366¢e 44 5,00d 36
UFMG/PBG9 Bacillus sp. 1,39b 58 281d 56 5,43d 31
UFMG/PBC4 Bacillus sp. 1,37b 59 3,26d 49 562d 28
UFMG/BIO4 - 270d 18 531i 16 5,70d 26
UFMG/BIO5 - 3,15e 5 6,791 0 6,30 e 18
UFMG/PBG10 - 264d 20 6,551 0 6,30 e 18
UFMG/PBG3 - 1,16a 65 464¢g 27 6,50e 16
UFMG/BIO2 - 201c 39 4,26f 33 6,58e 16
UFMG/BIO7 - 213c 36 4.64g 27 8,00f 0
UFMG/BIO10 - 1,042 69 490h 23 8,00f 0
UFMG/BIO9 Bacillus sp. 229c 31 501i 19 8,00f 0
UFMG/PBG1 - 2,23c 33 519i 19 8,00f 0
UFMG/PBG4 - 226c 32 530i 17  8,00f 0
UFMG/PBC1 - 322e 3 5,30 h 23 8,00f 0
UFMG/BIO6 - 230c 31 540i 15 8,00f 0
UFMG/PBG5 - 256d 23 5,50] 14  8,00f 0
UFMG/PBG2 - 298e 10 5,55j 13 8,00f 0
UFMG/PBG7 - 275d 17 556 13  8,00f 0
UFMG/BIO3 - 256d 23 558]j 13  8,00f 0
UFMG/PBG6 - 265d 20 5,63] 12 8,00f 0
UFMG/BIO8 Bacillus sp. 241c 27 569] 11 8,00 f 0
UFMG/BIO17 Bacillus sp. 1,55b 53 594k 7 8,00 f 0
UFMG/PBG8 - 215¢c 35 598k 6 8,00 f 0
UFMG/BIO16 Bacillus sp. 1,58b 52 6,19k 3 8,00 f 0
UFMG/BIO12 - 1,76 b 48 6,31k 0 8,00 f 0
UFMG/PBC9 - 2,39c 27 7,001 0 8,00 f 0
UFMG/PBC11 - 1,70b 48 7,501 0 8,00 f 0
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Testemunha F. oxysporum 3,40f - 6,38 k - 8,00 f -

CV (%) 12,4 4,4 6,33

Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna nao se diferem significativamente
pelo teste de agrupamento de médias Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

A

Fig. 2. Antagonismo direto dos isolados de Bacillus sp. com Fusarium oxysporum
CML2878 aos 9 dias de incubagado. A-Bacillus sp. (isolado UFMG/BIO13) com
88% de inibigdo do crescimento micelial de F. oxysporum. B- Isolado UFMG/ICA-
PBC6 com F. oxysporum. C- Bacillus subtilis (isolado UFMG/BIO14) com F.
oxysporum. D- F. oxysporum cultivado em BDA (testemunha).

O pareamento dos isolados bacterianos com F. oxysporum causou
significativamente menor didmetro do crescimento micelial, variando com o isolado e
o tempo de avaliagdo, em comparagéo com a testemunha (Tabela 3). No 3° dia de
avaliagdo, os isolados que proporcionaram maior reducdo do didametro do
crescimento micelial apresentaram ICM que variou entre 31 a 42%, enquanto no 6°
dia as maiores redugdes do diametro causaram ICM de 54 a 58%, e no 9° dia a ICM
variou entre 54 a 61%. Bacillus sp. (isolado UFMG/PBC7) causou as maiores
reducdes do diametro do crescimento micelial de F. oxysporum a partir da primeira
avaliagao (3° dia) até a ultima avaliagdo (9° dia), com didmetro da colénia de F.
oxysporum variando entre 2,33 a 3,26 cm, causando ICM de 42, 58 e 61% aos 3,6 e
9 dias de avaliagao, respectivamente. Bacillus sp. (isolado UFMG/PBC7), B. subtilis
(isolado UFMG/PBC11), o isolado UFMG/BIO1, Bacillus sp. (isolado UFMG/BIO13),
Bacillus sp. (isolado UFMG/BIO15) e B. subtilis (isolado UFMG/BIO14) causaram
reducdes significativas no didmetro do crescimento micelial da colénia de F.
oxysporum, o que proporcionou ICM entre 54 e 61%. Aos nove dias de cultivo,

Bacillus subtilis (isolado UFMG/BIO14) cresce em meio BDA com cor branca de
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forma espacada com rugosidades esbranquigadas, inibindo o crescimento de F.

oxysporum em relagao a testemunha (Fig. 3).

Tabela 3. Didametro médio (cm) do crescimento micelial de Fusarium oxysporum
CML2878 e a porcentagem de inibigdo do crescimento micelial (ICM) fungico apds
pareamento de cultura com isolados de Bacillus sp. aos 3, 6 e 9 dias de
incubacao.

3°dia 6° dia 9°dia
Cédigo Identificagao Diametro ICM Diametro ICM Diametro ICM
(cm) (%) (cm) (%) (cm) (%)

UFMG/PBC7 Bacillus sp. 1,60 b 42 3,00 a 58 3,26 a 61
UFMG/BIO11  B. subtilis 1,45b 33 3,56 b 50 3,56 a 58
UFMG/BIO1 - 1,40 b 39 3,28 a 54 3,58 a 58
UFMG/BIO13  Bacillus sp. 1,61b 40 3,66 b 49 3,67 a 56
UFMG/BIO15  Bacillus sp. 2,30d 34 3,72b 48 3,80 a 55
UFMG/BIO14  B. subtilis 2,10d 42 3,71b 48 3,88 a 54
UFMG/PBC5 R. hoagii 1,42 b 39 3,95b 45 4,43 b 47
UFMG/PBG4 - 1,95¢c 34 4,75 ¢ 33 6,33 ¢c 25
UFMG/PBG10 - 2,25d 31 4,72 c 34 6,65c¢c 21
UFMG/PBC12 - 0,70 a 39 4,77 c 33 6,67 c 21
UFMG/PBG8 - 1,88 ¢c 41 5,83 f 18 6,86 d 19
UFMG/PBG6 - 1,73 ¢ 25 5,32d 25 6,93d 18
UFMG/PBC6 B. cereus 1,90 c 34 5,16 d 28 7,08d 16
UFMG/BIO6 - 2,71e 25 5,85 f 18 7,20 e 15
UFMG/PBC3 - 2,48d 28 552 e 23 725e 14
UFMG/PBC8 B. cereus 2,33d 24 5,20d 27 727 e 14
UFMG/PBG5 - 2,07d 25 5,61e 21 7,28 e 14
UFMG/PBG1 - 2,18d 24 5,62 e 21 731e 13
UFMG/PBG7 - 1,87 ¢c 18 4,65¢c 35 7,37 e 13
UFMG/PBC4 Bacillus sp. 2,25d 21 561e 21 7,38 e 12
UFMG/BIO2 - 2,47d 13 6,259 12 747 e 11
UFMG/PBC10 - 2,18d 30 5,40d 24 7,47 e 11
UFMG/PBC11 - 253 e 29 5,13d 48 7,48 e 11
UFMG/PBC9 - 2,67 e 22 592f 17 751e 11
UFMG/PBC1 - 295e 26 5,37d 25 7,55e 10
UFMG/BIO5 - 2,45d 15 5,83 e 18 7,60 f 10
UFMG/BIOS8 Bacillus sp. 291e 27 561e 21 7,63 f 9

UFMG/PBC2 - 2,85¢e 18 573 e 20 7,65f 9

UFMG/BIO3 - 2,46 d 19 5,96 f 17 7,66 f 9

UFMG/BIO12 - 2,55¢€ 28 557 e 22 7,67 f 9

UFMG/BIO7 - 2,57 e 21 5,87 f 18 7,72 f 8

UFMG/BIO16  Bacillus sp. 2,68 e 25 5,56 e 22 7,77 f 8

UFMG/BIO9 - 292e 25 5,88 e 18 7,86 f 7

UFMG/BIO17  Bacillus sp. 3,43 f 18 6,319 12 7,92 f 6
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UFMG/PBGS  Bacillus sp. 1,60 b 15 6,08 f 15 7,93 f 6

UFMG/BIO4 - 19 6,52 g 9 7,98 f 5

UFMG/BIOT0  _ 29 6159 14 800f 5

Testemunha F. oxysporum - 7,14 h 8,42 g -
CV (%) 9,13 5,78 4,81

Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna nao se diferem significativamente
pelo teste de agrupamento de médias Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Fig. 3. Cultura pareada aos 9 dias apds incubacdo A- Fusarium oxysporum
CML2878 cultivado em meio BDA (testemunha). B- Bacillus subtilis (isolado
UFMG/BIO14), pareamento com F. oxysporum CML2878.

No estudo de COVs, o didmetro do crescimento micelial de F. oxysporum e
a porcentagem de ICM foram variaveis entre os isolados e o tempo de avaliagcao
(Tabela 4). No 3° dia de avaliagao o isolado UFMG/PBG1 causou maior redugao
significativa no didmetro do crescimento micelial de F. oxysporum, seguido por
Bacillus sp. (isolados UFMG/BIO9), Bacillus sp. (isolado UFMG/BIO16), Bacillus
sp. (isolado UFMG/BIO8) e Bacillus sp. (isolado UFMG/BIO17), em comparagao
com a testemunha (Tabela 4). No 3° dia de avaliagdo, o isolado UFMG/PBG1
causou maior ICM (80%), enquanto no 6° dia os Bacillus sp., isolados UFMG/BIO9,
UFMG/BIO17, UFMG/BIO16 e UFMG/BIOS8 proporcionaram ICM de F. oxysporum
de 63, 64, 71 e 73%, respectivamente. No 9° dia, ICM de F. oxysporum acima de
50% ocorreu com Bacillus sp. (isolados UFMG/BIO15, UFMG/BIO13,
UFMG/PBG9, UFMG/BIO17, UFMG/BIO16, UFMG/BIOY), B. subtilis
(UFMG/BIO14), B. cereus (UFMG/BIOS8) e os isolados UFMG/BIO2, UFMG/BIO?7,
UFMG/PBG1 e UFMG/BIO1. Bacillus sp. (isolado UFMG/BIO9) causou maior ICM
(74%) de F. oxysporum no experimento de COVs no ultimo dia de avaliagdo. O
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isolado UFMG/BIO1 e o Bacillus sp. (isolado UFMG/PBG9) proporcionaram ICM de
F. oxysporum de 62 a 67% no 9° dia, com crescimento micelial “pinotal” evidente,

raleado, do fungo sobre o meio de cultura (Fig. 4).

Tabela 4. Diametro médio (cm) do crescimento micelial de Fusarium oxysporum
CML2878 e a porcentagem de inibigdo do crescimento micelial (ICM) fungico por
compostos organicos volateis de isolados de Bacillus sp. aos 3, 6 e 9 dias de
incubacao.

3°dia 6° dia 9°dia
Cédigo Identificagdo Diametro ICM Diametro ICM Diametro ICM
(cm) (%) (cm) (%) (cm) (%)

UFMG/BIO9 Bacillus sp. 1,60b 53 212a 63 2/12a 74
UFMG/BIO16 Bacillus sp. 1,45b 58 1,62 a 71 2,35a 71
UFMG/BIO8 Bacillus sp. 1,40 b 59 1,50 a 73 2,43 a 70
UFMG/BIO17 Bacillus sp. 1,61b 53 2,05a 64 245a 69
UFMG/PBG9 Bacillus sp. 230d 33 268b 53 2,62a 67
UFMG/BIO13 Bacillus sp. 210d 39 268b 53 2,78 a 65
UFMG/BIO14 B. subtilis 1,42b 59 2,82b 50 3,06 a 62
UFMG/BIO1 - 1,95¢c 43 3,07b 46 3,07 a 62
UFMG/BIO15 Bacillus sp. 225d 34 2900b 49 342 a 57
UFMG/PBG1 - 0,70a 80 3,00 b 47 3,45 a 57
UFMG/BIO7 - 1,88¢c 45 287b 49 3,76 a 53
UFMG/BIO2 - 1,73¢ 50 2,80b 51 4,00 a 50
UFMG/PBC4 Bacillus sp. 1,90c 45 2,62b 54 4,10b 49
UFMG/BIO4 - 271e 21 4,20 c 26 4,26b 47
UFMG/PBC12 - 248d 28 4,16¢ 27 427D 47
UFMG/BIO11 B. subtilis 233d 32 3,62b 36 431b 46
UFMG/BIO3 - 207d 40 3,56 b 37 4,45b 44
UFMG/PBC10 - 218d 36 3,73 ¢ 34 466D 42
UFMG/BIO6 - 1,87¢c 45 3,10b 45 468b 42
UFMG/PBC7 Bacillus sp. 225d 34 347b 39 4,72b 41
UFMG/PBC5 R. hoagii 247d 28 3,56 b 37 477b 40
UFMG/BIO12 - 218d 36 342b 40 5,00 b 38
UFMG/PBC9 - 253e 26 3,82c 33 535¢c 33
UFMG/BIO10 - 267e 22 420c 26 538c 33
UFMG/PBG4 - 295e 14 4,56d 19 541c 32
UFMG/PBC6 B. cereus 245d 29 3,65b 36 543 c 32
UFMG/PBC2 - 291e 15 420c 26 550c 31
UFMG/PBG2 - 285e 17 4,50d 20 5,60c 30
UFMG/PBG8 - 246d 28 451d 20 5,62c 30
UFMG/PBC11 - 255e 26 4,00c 29 5,63 ¢c 30
UFMG/PBC8 B. cereus 2,57 e 25 465d 18 5,78 ¢c 28
UFMG/PBG5 - 268e 22 442c 22 587c 27
UFMG/PBG10 - 292e 15 480e 15 6,92d 14
Testemunha F. oxysporum 3,43 f - 5,66 f - 8,00 e -
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CV (%) 14,3 19,8 22,0

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna nao se diferem significativamente
pelo teste de agrupamento de médias Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Fig. 4. Compostos organicos volateis aos 9 dias de incubagao. A- Fusarium oxysporum
CML2878 cultivado em meio BDA (testemunhas). B- Placa cultivada com um disco de F.
oxysporum e na outra com Bacillus sp. (isolado UFMG/PBG9) C- Detalhe da placa cultivada
com F. oxysporum e o isolado UFMG/PBG9. D- Placa cultivada com um disco de F.
oxysporum e na outra com o isolado UFMG/BIO1.

5. Discussao

O esterco de vaca é o residuo ndo digerido de matéria vegetal que passou
pelo trato digestivo do animal e inclui agua (80%), residuos nao digeridos (14,4%) e
microrganismos (5,6%) (Behara; Ray, 2021). No esterco de vaca existe uma rica
diversidade microbiana, incluindo cerca 60 espécies de bactérias (Bacillus sp.,
Lactobacillus spp., Corynebacterium spp.), fungos como Trichoderma, 100 espécies
de protozoarios e leveduras (Saccharomyces e Candida) e actinomicetos (Behara;
Ray, 2021; Bhatt; Maheswari, 2019; Gupta et al., 2016). De fato, nesse trabalho foi
possivel observar varias colénias bacterianas com aspectos de Bacillus sp. isoladas
do biofertilizante e dos preparados biodinamicos do esterco de vaca. Além disso,
dos 14 isolados identificados pela técnica de espectrometria de massa (Maldi-tof)
nove isolados foram do género Bacillus sp. (UFMG/PBGY9, UFMG/PBC4,
UFMG/PBC?7, UFMG/BIOS, UFMG/BIO9, UFMG/BIO13, UFMG/BIO15,
UFMG/BIO16, UFMG/BIO17), sendo duas espécies uma de B. subtilis
(UFMG/BIO11, UFMG/BIO14) e outra de B. cereus (UFMG/PBC6, UFMG/PBCS8) e
uma espécie de actinomiceto, R. hoagii.
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Os isolados de Bacillus que causaram maior porcentagem de ICM de F.
oxysporum foram provenientes do biofertilizante, com ICM variando entre 70 a 88%
no experimento de antagonismo, 54 a 58% no experimento de pareamento de
cultura, e 50 a 74% no experimento de COVs. Apenas quatro isolados do preparado
biodindmico foram promissores na ICM de F. oxysporum, sendo dois do PB500,
UFMG/PBC8 com ICM de 67% e UFMG/PBC6 com ICM de 70%, e dois do PBG500,
UFMG/PBG1 com ICM de 50% e UFMG/PBG9 com ICM de 67%. Ao que tudo indica
a fermentacdo liquida do esterco de vaca permitiu maior preservacdo e/ou
multiplicagdo de Bacillus em relagdo ao esterco submetido a fermentagdo com
menor quantidade de agua livre, ou seja, no preparado biodinamico. Preparados
biodindmicos possuem densidade microbiana e bacteriana que variam entre 2,3 x
108 UFC/g e 3,4 x 108 UFC/g, respectivamente (Giannattasio et al., 2013; Pathak et
al., 2010). A origem do esterco de vaca e o processo de obtencdo dos produtos
biofermentados podem interferir na selegao de isolados de Bacillus promissores no
biocontrole. Como os Bacillus sao habitantes do solo, a aplicagdo ou incorporacao
de produtos a base de esterco animal aumenta a multiplicagcdo de Bacillus
significativamente em comparagdao com meio solo (Baryakabona et al., 2024),
aumentando a eficiéncia do biocontrole. Garg et al. (2004) e Ram et al. (2007)
relataram aumento na populagdo microbiana da rizosfera de solos de campo e
pomar de goiabeira, mamoeiro, feijoeiro (Vigna munga) apdés a aplicacédo de
preparagdes biodinamicas.

Bacillus sao conhecidamente usados no biocontrole de doencgas por inibir o
crescimento fungico por produzir substancias antimicrobianas (fengicina, iturina,
bacilomicina, substancias nao peptidicas como fosfolipidios, policetideos e
aminoagucares), compostos antibioticos (tetrapeptideos ciclicos), competigdo direta
e liberacdo de enzimas hidrolitipcas como 1,3-glucanases e quitinases
(Abdelmoteleb et al., 2023; Hong et al., 2022; Jimenez-Quiros et al., 2022;
Saravanan et al., 2021). Em nosso trabalho observamos que os isolados que
proporcionaram maior porcentagem de inibigdo do crescimento micelial de F.
oxysporum no experimento de antagonismo direto (isolados de Bacillus-
UFMG/BIO13, UFMG/BIO15, UFMG/BIO1, espécies de B. subtilis e B. cereus) e
pareamento de cultura (UFMG/BIO1, isolados de Bacillus-UFMG/PBCY7,
UFMG/BIO13, UFMG/BIO15, e B. subtiliss-UFMG/BIO11) apresentaram

comportamento similar no 9° dia de avaliagcdo, porém no experimento de
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antagonismo direto houve maior porcentagem de inibicdo do crescimento micelial de
F. oxysporum. Esse comportamento pode ser explicado em parte pela qualidade
e/ou quantidade dos compostos produzidos pelos isolados com atividade
antifungica. Substancias como surfactina, fengicina e peptideos antimicrobianos
aumentam a permeabilidade da membrana plasmatica das células hifas de F.
moniliforme, inibindo seu crescimento, fazendo com que as hifas parecam
vacuoladas (Abdelmoteleb et al., 2023; Liu et al.,, 2023). Carrillo et al. (2003)
relataram que a surfactina pode desidratar e interagir com as cadeias acil
fosfolipidicas, resultando em consideravel fluidizagdo da membrana. Em outro
estudo, Liu et al. (2023) mostraram que a surfactina produzida por B. subtilis SF1
alterou a permeabilizacdo da membrana das células de F. foetens, induzindo
morfologia micelial anormal e lise celular.

Por outro lado, no experimento de antagonismo o fato do disco com micélio
de F. oxysporum ter sido colocado em contato direto com a bactéria no meio de
cultura permitiu acdo das propriedades antifungicas atuarem ja no inicio do
crescimento micelial do fungo. Liu et al. (2023) estudaram o potencial de B. subtfilis
SF1 em controlar a murcha da batata induzida por F. foetens, e verificaram que B.
subtilis SF1 causou inibigdo de 52,5% do crescimento micelial fungico in vitro e uma
reducdo significativa na taxa de incidéncia de 45,56% in vivo. Vaish et al. (2021)
isolaram 68 bactérias de preparado biodinamico, incluindo B. licheniformis, B. subtilis
e B. safensis, e verificaram que 10 isolados apresentaram atividade contra F. solani,
sendo B. safensis o mais eficaz e B. licheniformis expressou alta atividade de
pectinase, celulase e amilase. Rupela et al. (2003) isolaram 17 isolados bacteriano
de preparados biodinamicos e demonstraram atividade antagonista contra F. solani.

Ferreira et al. (2021) estudaram onze isolados de Bacillus em inibir o
crescimento micelial de F. verticillioides e na promogao de crescimento de milho, e
verificaram que B. velezensis AP- 03 e Bacillus sp. AP-210, ndo somente inibiram o
crescimento micelial in vitro e a germinagao de esporos, mas também promoveram o
crescimento das plantas e controlaram F. verticillioides em sementes de milho em
condi¢des de casa de vegetacao.

Varios COVs sao produzidos por espécies de Bacillus como acidos organicos
de cadeia curta, alcenos, alcoois, cetonas, benzenoides, pirazinas, sulfetos,
terpenos e composto halogenados (Grahovac et al., 2023; Kai, 2020; Santos et al.,

2022) como principais COVs antagonistas responsaveis pela inibicado do crescimento
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micelial fungico e com atividade nematicida (Diyapoglu et al., 2022; Gu et al., 2007;
Ji et al., 2024). Embora no experimento de antagonismo direto houve maior
porcentagem de inibicdo do crescimento de F. oxysporum com os isolados
bacterianos, observamos maior quantidade de isolados com potencial de produzirem
substancias organicas volateis. Os isolados de Bacillus sp. (UFMG/BIO13,
UFMG/BIO15) e B. subtilis (UFMG/BIO14) proporcionaram redugao significativa no
didmetro do crescimento micelial de F. oxysporum demonstrado que esses isolados
e B. subtilis podem produzir mais de um tipo composto com atividade antifungica, ou
seja, producado de substancia(s) que atuam diretamente na hifa e na produgao de
substancia(s) volateis. Segundo Saravanan et al. (2021), espécies de Bacillus
podem liberar substancias antimicrobianas de tipo volatil e ndo volatil, contribuindo
para a redugao de doengas de plantas. Jimenez-Quiros et al. (2022) verificaram que
varias especies de Bacillus tém a capacidade de liberar volateis que deterioram as
hifas de F. oxysporum. Yu et al. (2011) relataram que B. subtilis CAS15 mostrou
atividade de amplo espectro contra F. oxysporum, produzindo varios antibiéticos e
levando a redugéo da incidéncia e o aumento do crescimento e dos parametros das
plantas de pimentéao.

A espécie R. hoagii (Sin.: R. equi), embora tenha causado ICM de F.
oxysporum de 40 e 47% nos experimentos de COVs e pareamento de cultura,
respectivamente, € uma bactéria gram positiva pertencente a ordem Actinomicetae e
que pode ser encontrada em esterco de animais e causar infeccdo em animais e
humanos (Campana et al., 2020). Rhodococcus hoagii € uma bactéria intracelular
facultativa que causa pneumonia supurativa e enterite ulcerativa em potros de 1 a 3
meses de idade (Giguére; Prescott, 1997). Portanto, a identificacdo e o
conhecimento de bactérias que podem infectar e causar doengas em animais e
humanos devem ser descartados em estudos de controle bioldgico. Vale lembrar
que € de suma importancia que os pesquisadores utilizem equipamentos de
protegao individual no manuseio e estudos dos agentes de biocontrole.

O esterco é usado como fertilizante organico, sendo rico em fibra bruta,
proteina bruta, nitrogénio (N), fésforo (P), potassio (K), ferro (Fe), enxofre (S),
magnésio (Mg), calcio (Ca), cobalto (Co), manganés (Mn), cloro (Cl) (Garg; Mudgal,
2007; Randhawa; Kullar, 2011). Portanto, os biofertilizantes e preparados
biodinAmicos a base de esterco de vaca podem contribuir tanto como fonte de

nutrientes como no biocontrole de doencas de patégenos de solo. De fato, espécies
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de Bacillus tem sido relatada na protecdo de plantas por produzir composto
antifungicos, formar biofilme, promover o crescimento de plantas e indugdo de
resisténcia sistémica induzida de plantas contra Fusarium e fitonematoides (Ali et al.,
2024; Igbal et al., 2024; Khan et al., 2018; Liu et al., 2023; Newton et al., 2020;
Rocha et al., 2022; Selari et al., 2023).

A preferéncia pelo uso de Bacillus sp. na formulagdo de produtos biolégicos
esta relacionada a varios fatores, tais como: sdo organismos bem estudados, o que
facilita seu uso racional; produzem esporos, que sao formas dormentes
extremamente resistentes, capazes de suportar altas temperaturas, pH desfavoravel,
falta de nutrientes ou agua; também sao relativamente faceis de produzir
industrialmente, pois ndo séo particularmente exigentes quanto a fontes nutricionais
(Rocha et al.,, 2022). O uso de Bacillus sao atualmente comercializadas como
biopesticidas contra fitonematoide (Subedi et al.,, 2020; Rocha et al.,, 2022). O
sequenciamento do genoma completo do Bacillus firmus 1-1582, usado
mundialmente como nematicida para tratamento de sementes (Poncho®/Votivo®),
revelou uma ampla gama de possiveis fatores de viruléncia no genoma bacteriano,
incluindo 18 proteases homologas virulentas de nematoides e 28 metabdlitos
secundarios, projetados para codificar antibidticos, pequenos peptideos, toxinas e
sideroforos (Susic et al., 2020). A importancia das aplicagdes de biofertilizantes e/ou
esterco como fonte matéria organica na agricultura tropical no contexto das
mudangas climaticas, bem como os avangos em gendmica e protedmica da
microflora para rendimento aprimorado de enzimas, acidos organicos, combustiveis
alternativos (biometano e biohidrogénio) e outras biocommodities receberam
atencao relevante nos ultimos anos. Em nosso trabalho demonstramos o potencial
dos isolados de Bacillus provenientes de biofertilizantes e preparado biodindmico no
biocontrole de F. oxysporum do grao-de-bico, necessitando, portanto, de estudos
futuros em relagdo aos compostos produzidos, formulacdo de produto, forma de

aplicacao e dose em condi¢des de campo.

6. Conclusoes

Os produtos biofermentados a base de esterco (biofertilizante e preparados

biodinamicos) possibilitaram 40 isolados bacterianos.
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Os isolados obtidos do biofertilizante foram mais eficientes na ICM de F.
oxysporum CML2878 em relagéo aos obtidos dos preparados biodinamicos;

Os isolados apresentaram comportamento de inibigdo do crescimento micelial
de F. oxysporum CML2878 variavel conforme os experimentos de antagonismo
direto, pareamento de cultura e compostos organicos volateis;

As maiores porcentagem de ICM foram entre 57 e 88% com os isolados
UFMG/BIO13 (Bacillus sp.), UFMG/BIO14 (Bacillus sp.), UFMG/BIO15 (Bacillus
sp.) e UFMG/BIO1.

O isolado UFMG/BIO11 (B. subtilis) proporcionou ICM de 58 e 74% nos
experimentos de antagonismo direto e pareamento de cultura, respectivamente;

Trés espécies bacterianas foram identificadas por Maldi-Tof, duas espécies
de Bacillus (B. cereus e B. subtilis), Rhodococcus hoagii e nove do género

Bacillus.
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