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RESUMO
A banana ¢ uma das frutas mais consumidas no mundo, possuindo uma enorme importancia
alimenticia ¢ econdmica. No entanto, durante seu ciclo a bananicultura ¢ afetada por diversas
doencas, destacando-se o mal do Panama, uma das maiores ameagas mundiais a cultura da banana,
causado pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc). Alternativas sustentaveis, como o
uso de agentes de controle biologico tém sido buscadas para conter o fitopatdogeno. Dentre os
microrganismos empregados no estudo do controle desses patdogenos, as bactérias do género
Bacillus se destacam. Diante disso, neste trabalho, objetivou-se avaliar a antibiose € o consorcio
de cepas pertencentes ao género Bacillus contra isolados de Foc a fim de viabilizar estudos in vivo
para uso de misturas bacterianas para o controle do mal do Panam4. Para tal, trinta e um isolados
de Bacillus foram submetidos ao teste de antibiose contra dois isolados fungicos do patogeno:
RFB65 e RFB86, para a avaliacao de atividade antagonista. Posteriormente, dentre as trinta € uma
cepas bacterianas, sete foram selecionadas com base na sua capacidade de inibi¢do do crescimento
fingico para testes de compatibilidade in vitro. Todas as cepas bacterianas demonstraram potencial
para inibir o crescimento micelial dos isolados fungicos, quando comparadas com o tratamento
controle. Entretanto, as cepas LPPC259, LPPC266, LPPC283 e LPPC265 destacaram-se
apresentando as maiores porcentagens de inibi¢do, com, respectivamente, 77,41%, 73,40%,
66,24% ¢ 61,92% contra o isolado RFB65. Em relacao ao isolado RFB86, a inibigdo para LPPC283
foi de 79,40% e para LPPC259 foi 75,67%, enquanto para as cepas LPPC265 e LPPC266 foi de
70,40% e 67,93%, respectivamente. Cinco das sete cepas testadas em ensaio de compatibilidade in
vitro mostraram auséncia de halos indicando serem compativeis. Conclui-se que as cepas de
Bacillus inibiram o crescimento micelial in vitro dos isolados de Foc e demonstraram ser
compativeis entre si para uso futuro em estudos in vivo no controle do mal do Panama em

bananeiras.

Palavras-chave: Controle bioldgico; antibiose, consorcio bacteriano.






ABSTRACT
The banana is one of the most consumed fruits in the world, with enormous nutritional and
economic importance. However, during its cycle, banana cultivation is affected by various diseases,
with Panama disease standing out as one of the greatest global threats to banana crops. This disease
is caused by the fungus Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc). Sustainable alternatives, such
as the use of biological control agents, have been explored to contain this phytopathogen. Among
the microorganisms used in studies on pathogen control, bacteria of the Bacillus genus stand out.
In this study, the objective was to evaluate the antibiosis and consortium of Bacillus strains against
Foc isolates to enable in vivo studies on the use of bacterial mixtures for the control of Panama
disease. To this end, thirty-one Bacillus isolates were subjected to antibiosis testing against two
fungal isolates of the pathogen, RFB65 and RFB86, to assess their antagonistic activity.
Subsequently, among the thirty-one bacterial strains, seven were selected based on their ability to
inhibit fungal growth for in vitro compatibility tests. All bacterial strains demonstrated potential to
inhibit the mycelial growth of fungal isolates when compared to the control treatment. However,
strains LPPC259, LPPC266, LPPC283, and LPPC265 stood out, showing the highest inhibition
percentages, with 77.41%, 73.40%, 66.24%, and 61.92% against isolate RFB65, respectively.
Regarding isolate RFB86, the inhibition percentages were 79.40% for LPPC283 and 75.67% for
LPPC259, while LPPC265 and LPPC266 showed inhibition rates of 70.40% and 67.93%,
respectively. Five of the seven strains tested in the in vitro compatibility assay showed no halos,
indicating they are compatible. It was concluded that Bacillus strains inhibited the in vitro mycelial
growth of Foc isolates and demonstrated compatibility with each other for future use in in vivo

studies on the control of Panama disease in banana plants.

Keywords: Biological control; antibiosis, bacterial consortium.
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1. INTRODUCAO

A banana, uma das frutas in natura mais consumidas do mundo, tem enorme potencial
econdmico e alimenticio. A nivel mundial, a banana ocupa o segundo lugar no ranking de producao
e consumo, representando juntamente com arroz, trigo e milho as fontes alimentares mais
importantes (Ferreira et al., 2016). No Brasil, a banana ¢ o sétimo cultivo no ranking do valor bruto
da producao agropecuaria. Essa cultura ¢ cultivada em todos os estados da federagao e o seu sistema
de produgdo ¢ diversificado, com o uso de diferentes cultivares, sendo a producdo destinada,
majoritariamente, para o mercado interno (Donato ef al., 2021). Entretanto, esse cultivo enfrenta
desafios que comprometem sua produtividade, especialmente devido a doencas (Bettiol et al.,
2009).

As doengas que acometem as bananeiras podem ser causadas por diversos fitopatdogenos,
como fungos, virus, nematoides e bactérias. Esses agentes afetam diferentes partes da planta, como
raizes, rizoma, sistema vascular, folhas e frutos, prejudicando diretamente a producao (Gasparotto
et al., 2020). Dentre as principais doencas fingicas que impactam a bananicultura, temos a murcha
de Fusarium ou mal do Panama (Donato et al., 2021).

O mal do Panama ¢ atualmente a maior ameacga a bananicultura mundial, sendo ocasionada
por um patdgeno de solo que produz estruturas de resisténcia, denominada clamidosporos, os quais
podem permanecer viaveis no solo por até 30 anos, mesmo na auséncia de hospedeiros. O patdogeno
¢ do complexo de fungos Fusarium oxysporum, identificadas por sua morfologia e patogenicidade
como Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc), como mostra W.C. Snyder & H.N. Hansen
(Maryani et al., 2019). Um dos métodos de controle para essa doenga € o uso de fungicidas, através
de controle quimico. Entretanto, o uso desses produtos ¢ prejudicial ao ambiente e pode aumentar
os custos para o produtor, além de pouco efetivos. Mediante a isto, pesquisas relacionadas ao
controle biologico mostraram-se promissores como alternativa sustentavel para reduzir os impactos
da doenga (Ploetz, 2015).

O controle biologico consiste na utilizacdo de microrganismos que desempenham um papel
antagonista contra os fitopatégenos, promovendo a reducdo total ou parcial de sua populagdo. No
Brasil, estudos sobre o biocontrole sdo realizados desde a década de 50, com avangos significativos
a partir dos anos 2000. Bactérias do género Bacillus se destacam entre os microrganismos
empregados nesse tipo de controle. Pesquisas realizadas por Rodriguez et al. (2017) e Alves (2017)

mostraram que cepas de Bacillus utilizadas em experimentos in vitro foram eficientes em reduzir
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o crescimento micelial do isolado de Fusarium oxysporum f. sp. cubense, indicando o potencial
antagonista desses microrganismos. Além disso, estudos avaliados por Santos er al. (2021)
mostraram a possibilidade da produg@o de um biodefensivo a base de misturas de cepas de Bacillus
através de testes de compatibilidade in vitro como forma de reduzir biologicamente a antracnose
em frutos de mamao, uma das diversas doencas de plantas.

Desse modo, pensando em alternativas sustentaveis para o controle do mal do Panama, este
trabalho teve como objetivo verificar, in vitro, a antibiose € o consorcio de Bacillus contra isolados

de Fusarium oxysporum f. sp. cubense.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos botanicos, alimenticios e economicos da banana

A bananeira (Musa spp.) ¢ uma planta tipica de regides tropicais umidas, cujo cultivo ¢
altamente influenciado por fatores como temperatura e umidade. As condigdes ideais incluem
temperaturas entre 26 ¢ 28 °C e umidade relativa superior a 80%. Além disso, a exposicao a alta
luminosidade e ventos com velocidade inferior a 40 km/h favorecem seu crescimento (Matos e al.,
2019).

O fruto da bananeira, a banana, ¢ uma das frutas mais consumidas pela populagdo em todo
o Brasil devido ao preco acessivel, facilidade e versatilidade de consumo e pelo seu enorme valor
nutricional. Esta fruta contém diversas vitaminas como tiamina, piridoxina, niacina, C e
riboflavina, além de sais minerais como potassio, fosforo, célcio, s6dio e magnésio (Bianchi, 2010;
Rocha et al., 2021).

A bananicultura no Brasil tem nimeros expressivos que demonstram a sua importancia no
agronegocio. A produgdo brasileira no ano de 2023 foi de 6,82 milhdes de toneladas produzidas e
um valor de producdo aproximado em R$13.808.363 (IBGE, 2024). Este cultivo abrange todo o
territorio brasileiro, tendo o Sudeste como destaque com a produgdo de 2,31 milhdes de toneladas
e o Nordeste logo em seguida com 2,28 milhdes de toneladas produzidas (IBGE, 2023).

O estado do Ceara destaca-se como o oitavo maior produtor do pais, tendo uma safra de
421.320 mil toneladas em 2023 e o terceiro maior do Nordeste, ficando atrds apenas da Bahia e de
Pernambuco (IBGE, 2024). Os municipios do Ceara que mais produzem sao Barbalha e Missao

Velha devido a sua enorme expansado de area cultivada. (Oliveira et al., 2019).

2.2 Mal do Panama e seu fitopatégeno

Também conhecido como murcha do Fusarium ou fusariose da bananeira, o mal do Panama
¢ uma das maiores ameagas a cultura da banana em todo o mundo. Acredita-se que o primeiro caso
da doenca tenha sido por volta de 1874, no sudeste de Queensland, Australia, atacando a cultivar
Maga. Prejuizos significativos foram relatados no Panama, em 1904, onde em um periodo de 50
anos, mais de 40.000 hectares de terras cultivadas com bananas foram abandonados devido a
doenga, em toda a América Central e do Sul, sendo essa a provavel razdo do nome mal do Panama

(Embrapa, 2021).
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A doenga foi registrada, pela primeira vez no Brasil, em Piracicaba, no ano de 1930,
afetando as variedades Maga, Prata e Ouro. Estas variedades s3o suscetiveis ao fungo, o que levou
a inviabilidade da produ¢ao na regido (Amorim et al., 2018).

O mal do Panama ¢ a principal doenga associada a cultura da banana, podendo causar perdas
consideraveis, sendo for manejada. O agente causal da doenga ¢ o fungo Fusarium oxysporum f.
sp. cubense, que se divide em 3 racas que afetam as bananeiras: raga 1, 2 e 4, onde a 4 ¢ subdivida
em ST4 e TR4 (Gasparotto et al., 2020). A TR4 ¢ a variante mais recente e mais agressiva do
fitopatogeno, atacando todo o subgrupo da cultivar Cavendish (além das cultivares resistentes a
raca 1 e 2), uma das mais cultivadas e consumidas em todo o mundo (Cordeiro et al., 2016).
Existem relatos dessa variante em todos os continentes, entretanto, no continente americano,
apenas um relato foi realizado, na Colombia (Promusa, 2020). Ainda ndo ha relatos dessa variante
em terras brasileiras (Gasparotto et al., 2020).

O Foc ¢ um patogeno do solo com grande capacidade de sobrevivéncia, mesmo na auséncia
do hospedeiro, devido a formagao de estruturas de resisténcia: os clamidosporos. Estas estruturas
conseguem adaptar-se as condigdes ambientais adversas € podem permanecer viaveis no solo por
mais de 30 anos (Stover, 1962). A infec¢do inicia-se quando o patdégeno reage de forma compativel
com as raizes da planta, reconhecendo exsudatos radiculares liberados por ela (LI ef al., 2013). Ao
penetrar nas raizes, o fungo comeca a colonizar o tecido da planta, liberando toxinas e invadindo
vasos adjacentes. O processo progride até afetar todo o sistema vascular da planta, levando ao seu

comprometimento (Stover, 1962; Ploetz, 2005).

2.3 Sintomatologia do mal do Panama

Por ser uma doenga vascular, o mal do Panamé pode atingir todas as partes da planta. E
possivel observar visivelmente os sintomas externos e internos da doenca. Os sintomas externos
incluem o amarelecimento das folhas mais velhas progredindo para as folhas mais jovens e por
consequéncia a murcha de folhas e brotos (Warman, 2018).

Com o agravamento da doenca € possivel observar a necrose marginal e queda das folhas,
flores e frutos, podendo ocasionar a divisdio do pseudocaule. Os sintomas internos sao
caracterizados pela descoloragdo dos vasos do xilema, que progridem formando um circulo

concéntrico periférico de colora¢do pardo avermelhada no interior do pseudocaule (Figura 1), que
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pode ser observado ao realizar um corte transversal feito no pseudocaule e no rizoma (Amorim et

al.,2018; Warman, 2018).

Figura 1: Sintomas tipicos do mal do Panama: presenga de areas necrosadas na parte central do
pseudocaule de bananeiras. Fonte: SILVA, C. F. B, 2022.

s
o~ W

Legenda: Foto a esquerda — Pseudocaule da bananeira indicando inicio da infec¢ao de Foc,
com indicios de necrose central (mancha preta). Foto a direita — Pseudocaule da bananeira tomada

pela infec¢do de Foc, com necrose central generalizada.

2.4 Controle biolégico do mal do Panama

A crescente demanda dos consumidores por produtos mais saudaveis ¢ um fendmeno cada
vez mais evidente na sociedade. Como os agrotoxicos nem sempre proporcionam resultados
satisfatorios e duradouros, intensifica-se a busca por uma agricultura mais biologica, sustentavel e
ambientalmente responsavel (Souza, 2013). Existem na literatura diversos trabalhos mostrando a
eficacia do uso de microrganismos no controle do mal do Panamé como alternativa sustentavel
para a reducdo da severidade doenga na cultura da banana (Cook, 1989; Borges, 2007; Coutrim,
2021; Barros, 2022).

Pesquisa realizada por Coutrim et al. (2021) concluiram que testes de antagonismo in vitro
com fungos do género Trichoderma foram capazes de controlar com eficiéncia o Fusarium

oxysporum f. sp. cubense, demonstrando potencial de uso como agente de controle biologico.
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Coutrim et al. (2021) confrontou os isolados Trichoderma longibrachiatum e Trichoderma
harzianum com Foc. As espécies de Trichoderma foram antagdnicas ao patdogeno, com inibi¢des
do crescimento micelial de 71,17% para o T. longibrachiatum e 69,74% para T. harzianum.
Microrganismos utilizados no manejo biolégico utilizam-se de varios mecanismos para
eficientemente inibir a agcdo do fitopatégeno. Os fungos do género Trichoderma tem como
principais mecanismos a acao direta, a degradagdo, o uso de carboidratos complexos e a capacidade

de secrecao de metabolitos (Isaias, 2014).

2.5 Uso de Bacillus no controle biolégico do mal do Panaméa

Estudos realizados por Rodriguez et al. (2017) e Alves (2017) mostraram que cepas de
Bacillus testadas em experimento de antagonismo in vitro foram eficientes em reduzir o
crescimento micelial do isolado Fusarium oxysporum f. sp. cubense. Pesquisas mostram que o
principal mecanismo de ag@o dessas bactérias ¢ a antibiose, que consiste na inibi¢cao do crescimento
dos fitopatdgenos através da liberagao de metabolitos como lipopeptideos e enzimas (Freitas, 2017,
Gonzélez et al, 2017; Amorim et al., 2018).

H4 registros sobre a produgao de enzimas realizada por Bacillus que estdao envolvidas no
processo de antagonismo, como quitinases, lipases, B-1,3-glucanases, quitosanase e outras. Estas
possuem a capacidade de degradar as paredes celulares de fungos fitopatogénicos, facilitando o
controle por parte dos agentes biologicos (Freitas, 2017; Amorim et al., 2018).

Coutrim et al. (2018) demonstraram o antagonismo de Bacillus sp. sobre o agente causal
do mal do Panama através de antibiose in vitro, intensificando o consoércio de bactérias para o

controle biologico do fitopatogeno.

2.6 Consorcio de microrganismos para uso em biodefensivos

Pesquisa realizada por Mafia et al. (2007) demonstraram potencial para desenvolver um
biodefensivo composto por misturas bacterianas através de ensaios de compatibilidade in vitro de
cepas de Bacillus, observando auséncia ou presenca de halos de compatibilidade, visando estimular
habilidades antagonistas desses isolados e beneficios como promoc¢do de crescimento e
intensificacdo de resisténcia sistémica, através da agdo de metabdlitos liberados na interagdo agente

biologico-fitopatdgeno.
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De Melo et al. (2021) mostram que a inibi¢do causada por Bacillus spp., microrganismos
amplamente utilizados para consorcio, ¢ realizada por meio de mecanismos como a alta competi¢ao
por espaco e nutriente para a sobrevivéncia quando na presenga de outro microrganismo € a
producdo de enzimas que degradam componentes celulares dos fitopatogenos.

Estudo visando efeitos antagdnicos de bactérias epifiticas contra fungos do género
Colletrotrichum demonstraram a viabilidade da produ¢do de misturas bacterianas para a reducao
da antracnose em frutos de mamdo. O consorcio bacteriano foi selecionado observando a sintese
de compostos antimicrobianos, como a quitinase, no qual ocasionou a inibi¢do da germinacao de
conidios de Colletotrichum (Santos, 2021).

Desta forma, a analise do antagonismo entre bactérias do género Bacillus e Fusarium
oxysporum t. sp. cubense ¢ a compatibilidade in vitro entre essas cepas bacterianas ¢ de grande
relevancia, uma vez que essa abordagem demonstra potencial promissor para o controle bioldgico

do mal do Panama em culturas de banana.



22

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral
Investigar a atividade antifingica e a compatibilidade de cepas de Bacillus contra isolados de

Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc).

3.2 Objetivos Especificos
e Investigar os efeitos de cepas de Bacillus no crescimento micelial de isolados de Foc;
e Investigar a compatibilidade in vitro entre as cepas de Bacillus;

e Selecionar cepas promissoras para uso como biodefensivo a cultura da banana.
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4. MATERIAIS E METODOS
Todos os experimentos realizados neste trabalho foram desenvolvidos nos laboratorios de
Fitopatologia e Microbiologia dos Solos da Embrapa Agroindustria Tropical, localizada na cidade

de Fortaleza/CE no periodo dos anos de 2023 a 2024.

4.1 Origem dos isolados de Fusarium oxysporum f. sp. cubense

Os isolados de F. oxysporum f. sp. cubense (Foc) utilizados neste trabalho foram coletados
de pseudocaules de bananeiras acometidas com o mal do Panama (Tabela 1). Para isso, um corte
longitudinal no pseudocaule foi realizado com o auxilio de ferramentas desinfectadas com alcool
70%. Subsequente ao corte, foi retirado um fragmento do pseudocaule com aproximadamente
15cm de altura, 10cm de largura e 3-5 cm de profundidade, evitando a retirada de areas de avancada
decomposicao dos tecidos vasculares. A partir desse corte, foi retirado os feixes vasculares e em
seguida retirou-se o excesso de umidade dos feixes coletados com o auxilio de papel toalha estéril.
O armazenamento dos feixes foi feito em tubos estéreis tipo Falcon (Gasparotto et al., 2020).

Em laboratorio, o material coletado em campo seguiu para uma série de isolamentos afim
de se obter uma cultura pura. Com a cultura pura obtida (Figura 2), foi realizada a preservagdo dos
isolados através de tubos rosqueados com agua destilada estéril. Vinte discos de micélio de 5 mm
foram adicionados em 2 tubos rosqueaveis e mantidos reservados em sala de incubacao (Alfenas

& Maffia, 2007).

Tabela 1 — Origem dos isolados de F. oxysporum f. sp. cubense utilizados no trabalho, coletados
de pseudocaules de cultivares Magca.

Codigo de
Espécie Municipio
coleta
F. oxysporum f. Limoeiro do
RFB65
sp. cubense Norte - CE
F. oxysporum f.
RFB86 Russas - CE
sp. cubense

Fonte: Vieira, 2021.
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Figura 2: Placas de Petri contendo colonias puras dos isolados de Foc, RFB65 ¢ RFBS6,

respectivamente.

Legenda: A — Isolado RFB65; B — Isolado RFB86.

4.2 Origem das cepas de Bacillus
Os isolados de Bacillus utilizados nesse estudo foram coletados da rizosfera de bananeiras
dos interiores dos estados do Cearé e do Rio Grande do Norte. Estas compdem a Colegao de

Trabalho do Laboratorio de Microbiologia dos Solos da Embrapa Agroindustria Tropical.

4.3 Preparo dos isolados de Foc e Bacillus para o teste de antagonismo

As cepas de Bacillus estao preservadas em tubos de ensaio contendo meio de cultura Kado
& Heskett (1970) inclinado e mantidas sob refrigeracdo. Os isolados de Foc estdo preservados em
tubos rosqueaveis com agua destilada estéril mantidos a 28°C.

As cepas de Bacillus foram ativadas por meio de estriamento simples em placas de Petri de
90 mm de didmetro, contendo meio de cultura Kado & Heskett (1970) e incubados por 24h em
uma temperatura de 28°C com fotoperiodo de 12 horas. Em paralelo, os isolados de Foc foram
repicados para placas de Petri de 90 mm de didmetro contendo meio de cultura BDA a 28°C, com

fotoperiodo e 12 horas por 7 dias.



25

4.4 Efeito de cepas de Bacillus no crescimento micelial de isolados de Foc

Para o presente estudo do efeito das cepas de Bacillus contra os isolados de Foc, foi utilizada
uma adaptagdo do método de Bharat et al. (1980).

As cepas de Bacillus foram ativadas em placas de Petri de 90 mm para a montagem do
experimento, enquanto os isolados de Foc foram repicados de placas de Petri de 90 mm crescidos
por 7 dias, segundo o item 4.3. Inicialmente dois isolados de Foc (RFB65 ¢ RFB86) foram
selecionados com base na sua capacidade de expressao dos sintomas do mal do Panamé em plantas
mantidas em condigdes de casa de vegetacdo, mediante teste de patogenicidade. Posteriormente,
um total de 31 cepas de Bacillus foram avaliadas quanto a capacidade de inibigdo do crescimento
micelial dos isolados de Foc. Em placas de Petri de 90 mm, contendo meio de cultura Kado &
Heskett (1970) foram incubados um disco de micélio de 5 mm no centro da placa. Com auxilio de
alca flambada, as cepas bacterianas foram repicadas em quatro pontos equidistantes de 25 mm dos
isolados de Fusarium oxysporum f. sp. cubense. Dessa forma, cada placa de Petri contendo os
isolados de Foc e Bacillus caracterizou-se em um tratamento e cada tratamento teve trés repeticoes
(cada repeticdo= uma placa). A testemunha consistiu em uma placa de Petri contendo apenas um
disco de Foc no mesmo meio que os demais tratamentos. As placas foram levadas a sala de

incubacao e mantidas a 28 °C em fotoperiodo de 12 h durante um periodo de 7 dias (Figura 3).

Figura 3: Experimento disposto em sala de incubagdo, na temperatura 28 °C e fotoperiodo de 12
horas, durante um periodo de 7 dias. Fonte: Autora.

Legenda: Placas de Petri com os tratamentos do teste de antibiose.
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4.5 Avaliacao da inibicao do crescimento micelial de Foc

Foram realizadas trés medi¢des do crescimento micelial de Foc por um periodo de 7 dias.
As medigdes foram realizadas em dois sentidos diametralmente opostos, com auxilio de
paquimetro marca DIGIMESS. Com base nos resultados das medicdes, a area de crescimento
micelial de cada tratamento foi calculada utilizando a média simples entre o comprimento ¢ a

largura, conforme a seguinte formula:
Area do crescimento micelial = média do comprimento * média da largura
A porcentagem de inibi¢do do crescimento micelial dos isolados de Foc foi determinada

utilizando a seguinte formula onde o crescimento corresponde a area de crescimento micelial

(Menten et al., 1976):

PIC = Crescimento testemunha — crescimento tratamento x 100

Crescimento testemunha

Utilizou-se o critério de Brzezinska & Jankiewiez (2012) para categorizar as inibigdes. A
porcentagem de inibi¢ao do crescimento micelial foi dividida em quatro categorias: sem inibi¢ao
(0 —20%); inibigdo moderada (21 — 30%); inibigdo forte (31 — 50%) e inibicdo muito forte (>
50%).

4.6 Delineamento experimental do teste de antagonismo
O experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente casualizado, com trés

repetigdes, sendo cada repeticao representada por uma placa de Petri. Os dados foram submetidos
a andlise de varidncia ANOVA e as médias foram comparadas pelo teste de médias Scott&Knott a

5% de probabilidade.

4.7 Preparo dos in6culos para o teste de compatibilidade
Em capela de fluxo laminar, transferiu-se uma al¢ada da cepa de Bacillus para um
Erlenmeyer de 50mL contendo 25mL de meio Kado & Heskett (1970), para a preparagdo do pré-

inoculo. O pré-inoculo foi incubado em shaker a 28 °C e 150 rpm, por um periodo de 24 horas.
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Subsequente, foi retirado 1 mL do pré-indculo, adicionado em Erlenmeyer de 250mL contendo 100

mL de meio Kado e incubado em shaker a 28 °C e 150 rpm, por um periodo de 24 horas.

4.8 Teste de compatibilidade in vitro entre cepas de Bacillus

A metodologia foi realizada de acordo com Romeiro (2007). Foram cultivadas as cepas
bacterianas em meio de cultura liquido Kado & Heskett (1970) por 24h e, subsequente, foram
repicados para placas de Petri em quatro pontos equidistantes de 25mm do centro da placa,
mantidos em BOD por 48 horas a 28 °C. Em seguida, uma camada do meio Kado & Heskett (1970)
foi depositada acima das cepas e aguardado sua solidificagdo.

Apos isso, foi feita a diluicdo seriada de 1 mL da suspensdo bacteriana concentrada do
isolado concorrente ¢ 100 microlitros dessa solugcdo foi adicionado nas placas. Foi realizado o
espalhamento com auxilio de al¢a de Drigalski e posteriormente a respectiva identificacao de cada

placa. Os tratamentos foram mantidos em BOD por 72 horas a 28 °C.

4.9 Delineamento experimental do teste de compatibilidade bacteriana
O experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente casualizado, com cinco

repeticdes, sendo cada repetigao representada por uma placa de Petri.
4.10 Avaliacio do teste de compatibilidade in vifro entre cepas de Bacillus
Os resultados foram avaliados observando a presenga ou auséncia de halos de

compatibilidade, segundo Mafia et al. (2007).

Figura 4: Exemplo de compatibilidade e incompatibilidade entre cepas de Bacillus.
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Legenda: A — Auséncia de halos, indicando compatibilidade entre os isolados; B — Presenca de
halos (indicado pela seta azul), demonstrando incompatibilidade entre os isolados. Fonte: Mafia

et al., 2007.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Efeito de cepas de Bacillus no crescimento micelial de isolados de Foc

Observou-se que a porcentagem de inibicdo do crescimento micelial variou conforme a
interacdo entre as diferentes cepas bacterianas e os isolados de Foc. A variacao foi de 7,97% a
79,40% quando comparado com a testemunha. Os isolados de Bacillus mostraram redugdes do

crescimento micelial de Foc, demonstrando seu potencial antagdnico.

Tabela 2: Porcentagem de inibi¢do micelial dos tratamentos do estudo.

Isolado Cepasde Inibicao do Isolado de Cepas de Inibicao do
de Foc Bacillus  crescimento Foc Bacillus crescimento
micelial micelial (%)
(%)
RFB65 LPPC259 77,41 RFB86 LPPC283 79,40
RFB65 LPPC266 73,40 RFB86 LPPC259 75,67
RFB65 LPPC242 71,26 RFB86 LPPC265 70,45
RFB65 LPPC283 66,24 RFB86 LPPC266 67,93
RFB65 LPPC265 61,92 RFB86 LPPC242 67,13
RFB65 LPPC257 59,97 RFB86 LPPC260 51,53
RFB65 LPPC250 59,50 RFB86 LPPC246 49,76
RFB65 LPPC246 58,94 RFB86 LPPC250 49,65
RFB65 LPPC256 51,42 RFB86 LPPC154 47,06
RFB65 LPPC325 50,18 RFB86 LPPC282 44,91
RFB65 LPPC154 46,00 RFB86 LPPC156 44,91
RFB65 LPPC170 44,89 RFB86 LPPC325 39,08
RFB65 LPPC159 43,70 RFB86 LPPC170 38,50

RFB65 LPPC260 41,10 RFB86 LPPC275 34,14
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RFB65 LPPC234 39,66 RFB86 LPPC272 33,44
RFB65 LPPC189 36,17 RFB86 LPPC136 32,59
RFB65 LPPC251 36,14 RFB86 LPPC172 31,07
RFB65 LPPC282 35,89 RFB86 LPPC159 30,40
RFB65 LPPC172 35,46 RFB86 LPPC134 28,72
RFB65 LPPC203 32,30 RFB86 LPPC158 27,58
RFB65 LPPC156 30,24 RFB86 LPPC259 21,13
RFB65 LPPC157 27,26 RFB86 LPPC181 19,03
RFB65 LPPC272 26,98 RFB86 LPPC189 18,72
RFB65 LPPC136 25,46 RFB86 LPPC135 15,10
RFB65 LPPCI181 23,63 RFB86 LPPC157 14,59
RFB65 LPPC275 22,54 RFB86 LPPC262 14,11
RFB65 LPPC134 21,84 RFB86 LPPC257 12,42
RFB65 LPPCI58 20,61 RFB86 LPPC251 11,63
RFB65 LPPC135 16,98 RFB86 LPPC326 10,37
RFB65 LPPC262 10,54 RFB86 LPPC234 9,06
RFB65 LPPC326 7,47 RFB86 LPPC203 8,03

Fonte: Autora, 2023.

Para o isolado RFB65 obteve-se dez cepas de Bacillus com inibicdo acima de 50%,
seguindo a escala de inibi¢ao de Brzezinska & Jankiewiez (2012), sendo elas LPPC242, LPPC246,
LPPC250, LPPC259, LPPC257, LPPC260, LPPC265, LPPC266, LPPC283 e LPPC325. As trés
melhores cepas entre as dez foram LPPC259, LPPC266 e LPPC242, com porcentagens de inibi¢ao
de 77,41, 73,40 e 71,26%, respectivamente.

O isolado RFB86 teve o menor crescimento micelial quando submetido ao teste antagonico
coma cepa LPPC283, alcangando 79,40% de inibi¢dao. Semelhantemente, a cepa LPPC259 também
teve uma inibi¢do consideravel para este isolado, com 75,67%.

De todas as cepas testadas, quatro obtivem resultados de inibi¢do proéximos considerando
os dois isolados fungicos (RFB65 ¢ RFB86), com inibi¢des acima de 60%, considerada inibi¢ao

muito forte (>50%), como mostra na Figura 5.
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Figura 5: Inibi¢cdo do crescimento micelial dos isolados de Fusarium oxysporum RFB65 ¢ RFB86
pelas cepas de Bacillus LPPC259, LPPC265, LPPC266 ¢ LPPC283.
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As quatro cepas de Bacillus com resultados semelhantes demonstraram 6timo desempenho
em reduzir o crescimento dos dois isolados de Foc quando comparadas a testemunha no teste de

antagonismo in vitro (Figura 6 e 7).

Figura 6: Teste de antibiose in vitro das cepas de Bacillus contra o isolado RFB65 de Fusarium

oxysporum f. sp. cubense.
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A —Isolado de Foc RFB65 confrontado com a cepa LPPC259; B — Isolado de Foc RFB65
confrontado com a cepa LPPC265; C — Isolado de Foc RFB65 confrontado com a cepa LPPC266
e D —Isolado de Foc RFB65 confrontado com a cepa LPPC283, placas mais a esquerda:

testemunha negativa: crescimento s6 do patégeno, placas a direita: tratamentos. Fonte: Autora,

2023.

Figura 7: A — Teste de antibiose in vitro das cepas de Bacillus contra o isolado RFB86 de Fusarium
oxysporum f. sp. cubense.

A- Isolado RFB86 confrontado com a cepa LPPC259; B — Isolado de Foc RFB86 confrontado com
a cepa LPPC265; C — Isolado de Foc RFB86 confrontado com a cepa LPPC266 e D — Isolado de
Foc RFB86 confrontado com a cepa LPPC283, placas mais a esquerda: testemunha negativa:
crescimento s6 do patdgeno, placas a direita: tratamentos. Fonte: Autora, 2023.

As cepas de Bacillus mais eficientes na reducdo do crescimento micelial do isolado mais
agressivo (RFB86), segundo teste de patogenicidade realizado em casa de vegetacdo, foram
LPPC242, LPPC259, LPPC265, LPPC266 e LPPC283 e seguiram o critério de inibi¢do muito forte

de acordo com a escala de inibicdo de Brzezinska & Jankiewiez (2012).
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Avaliando todos os tratamentos testados para o isolado RFB65, treze diferiram

estatisticamente da testemunha e com inibi¢des muito fortes (Figura 8).

Figura 8: Média das areas do crescimento micelial de RFB65 nos tratamentos, pelo método

Scott&Knott a 5% de probabilidade.
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Legenda: a — ndo diferiram estatisticamente da testemunha; b — diferiram estatisticamente da

testemunha. Controle — apenas crescimento fingico em placa. Fonte: Autora.

Avaliando de modo geral os tratamentos no ensaio com o isolado RFB86, obtivemos
resultados estatisticamente significativos. Dez cepas de Bacillus diferiram estatisticamente da

testemunha entre todos os tratamentos testados nesse estudo (Figura 9).

Figura 9: Média das areas do crescimento micelial de RFB86 nos tratamentos, pelo método

Scott&Knott a 5% de probabilidade.
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Legenda: a — ndo diferiram estatisticamente da testemunha. b — diferiram estatisticamente da

testemunha. Controle — apenas crescimento fiingico em placa. Fonte: Autora.

Das 31 cepas de Bacillus testadas nesse estudo para os dois isolados fungicos (RFB65 e
RFB86), quinze destacaram-se na reducao do crescimento micelial, configurando inibi¢des
estatisticamente significativas e muito fortes (Figura 10). Esse resultado ¢ semelhante a diversos
estudos presentes na literatura que utilizam isolados de Bacillus para o controle in vitro de espécies

do género Fusarium (Lima, 2014; Porto, 2024).

Figura 10: Média das areas do crescimento micelial dos dois isolados de Foc nos tratamentos com
maiores inibi¢des, pelo método Scott&Knott a 5% de probabilidade.



34

LPPC325 s b

LPPC283 mmeesssssssssssssss b

LPPC266 meeesssss—— |,

LPPC265 s b

LPPC260 e

LPPC256 e |

LPPC257 m——— |,

LPPC259 = b

LPPC250 msssssssssssssssss— |

LPPC246 b

LPPC242 e b

L PP C 17/ () s b

LPPC159 = |

LPPC156 e |

PP C 1’54 s b
Testemunha

Cepas de Bacillus

a

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Area do crescimento micelial de Foc

Legenda: a — ndo diferiram estatisticamente da testemunha. b — diferiram estatisticamente

da testemunha. Fonte: Autora.

Comparando separadamente cada tratamento do isolado RFB65, obtivemos resultados
estatisticamente significativos a nivel de P = 0,05%. Dos 31 tratamentos do estudo para este
isolado, treze diferiram estatisticamente da testemunha, cuja cepas de Bacillus sao LPPC159,
LPPC154, LPPC325, LPPC256, LPPC246, LPPC250, LPPC257, LPPC265, LPPC283, LPPC242,
LPPC266 e LPPC259 (Figura 11).
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Figura 11: Area do crescimento micelial de RFB65 pelos tratamentos com melhores porcentagens

de inibi¢do, pelo método Scott&Knott a 5% de probabilidade.
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Legenda: a — ndo diferiram estatisticamente da testemunha. b — diferiram estatisticamente da

testemunha. Fonte: Autora.

Semelhantemente, para o isolado RFB86, foram observadas inibigdes muito fortes e
estatisticamente significativas a nivel de P = 0,05% para dez das trinta e uma cepas de Bacillus

(Figura 12).
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Figura 12: Area do crescimento micelial de RFB86 pelos tratamentos com melhores porcentagens

de inibi¢do, pelo método Scott&Knott a 5% de probabilidade.
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Legenda: a — ndo diferiram estatisticamente da testemunha. b — diferiram estatisticamente da
testemunha. Fonte: Autora.

Estudos sobre o uso de Bacillus no controle biologico de doengas de plantas sdo
encontrados na literatura em razao das propriedades benéficas desses microrganismos, que ajudam
a proteger as culturas contra as mais diversas doencas (Braga et al., 2021; De Melo et al., 2021,
Souza et al., 2024). Dentre essas propriedades, podemos citar a acdo antimicrobiana, com a
producdo de metabolitos como lipopeptideos (Perez, 2014) e enzimas (Alves, 2017), que inibem o
crescimento de fungos e bactérias fitopatogénicas na interacdo agente biologico-fitopatdgeno e a
indugdo de resisténcia sistémica, estimulando as defesas naturais das plantas (Amorim, 2018). E
sabido que o principal mecanismo de acdo dessas bactérias € a antibiose, que consiste na inibicao
do crescimento micelial dos fitopatdogenos quando em contato com os metabolitos excretados por
essas bactérias (Gowtham et al., 2016; Freitas, 2017), como foi observado nos resultados do
presente trabalho.

Os testes antifungicos realizados nesse estudo foram feitos de forma in vitro e
demonstraram o potencial de antagonismo das cepas de Bacillus. Todas as cepas utilizadas

demonstraram capacidade em reduzir o crescimento micelial dos dois isolados de Foc (RFB65 e
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RFB86), entretanto as cepas LPPC154, LPPC156, LPPC159, LPPC170, LPPC242, LPPC246,
LPPC250, LPPC259, LPPC257, LPPC256, LPPC260, LPPC265, LPPC266, LPPC283 e LPPC325
obtiveram os melhores desempenhos, configurando inibi¢des muito forte (>50%) de acordo com
Brzezinska & Jankiewiez (2012). Todas as cepas que apresentaram inibigdes muito fortes diferiram
estatisticamente quando comparadas a testemunha. Para o isolado RFB65, treze cepas diferiram
estatisticamente, sendo elas LPPC154, LPPC159, LPPC170, LPPC242, LPPC246, LPPC250,
LPPC259, LPPC257, LPPC256, LPPC265, LPPC266, LPPC283 ¢ LPPC325. J4 para o isolado
RFB86, dez cepas diferiram estatisticamente da testemunha, sendo elas LPPC154, LPPC156,
LPPC242, LPPC250, LPPC259, LPPC260, LPPC265, LPPC266, LPPC282 ¢ LPPC283. As cepas
de Bacillus conseguiram controlar de forma eficiente os dois isolados de Foc, entretanto as quatro
melhores cepas no controle do isolado RFB65 foram LPPC242, LPPC259, LPPC265 e LPPC283,
enquanto para o ensaio com o isolado RFB86, as melhores cepas foram LPPC259, LPPC265,
LPPC266 e LPPC283. Estudos com bactérias do género Bacillus no controle biologico do
Fusarium oxysporum feitos por Lima et al. (2014) mostraram resultados semelhantes aos desse
trabalho para ensaio de antibiose, com inibi¢des acima de 50% e cinco isolados diferindo
estatisticamente da testemunha.

Alves (2017) indica que um dos mecanismos que esta envolvido no controle biologico de
fungos e esta relacionados a antibiose ¢ a producao de compostos organicos volateis (COVs).
Ensaios para a producao de COVs realizados previamente no laboratorio de Microbiologia dos
Solos da Embrapa Agroindustria Tropical, mostraram que as cepas utilizadas nesse estudo
produzem compostos organicos que estao relacionados a inibi¢cao do crescimento fingico.

Mediante a isto, os resultados deste estudo demonstraram a viabilidade da utilizacao de

bactérias do género Bacillus no controle in vitro de isolados de Fusarium oxysporum f. sp. cubense.
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5.2 Compatibilidade in vitro entre isolados de Bacillus
Foram obtidos resultados positivos quanto a compatibilidade entre as cepas de Bacillus.
Para isso, a cepa LPPC259 foi selecionada devido apresentar uma das melhores
porcentagens de inibi¢do no crescimento micelial de Foc, sendo testada contra as cepas LPPC159,
LPPC172, LPPC246, LPPC250, LPPC265, LPPC266 ¢ LPPC325, que também apresentaram
6timo desempenho em reduzir o crescimento fiingico, a fim de buscar compatibilidade entre elas.
As oito cepas de Bacillus trabalhadas no presente estudo apresentaram eficiéncia quanto a
inibicdo do crescimento micelial de Foc e quase todas mostraram-se compativeis com a cepa

LPPC259 (Tabela 3).

Tabela 3: Compatibilidade entre as cepas de Bacillus.

‘ B C D E F G H
A ‘ + + + - + + -
Legenda: Sinais positivos (+) e negativos (-) sinalizam combinagdes compativeis e
incompativeis, respectivamente. A — LPPC259; B — LPPC159; C — LPPC172; D — LPPC246; E —
LPPC250; F — LPPC265; G — LPPC266 e H — LPPC325. Fonte: Autora.

Foi observado compatibilidade (auséncia de halos) entre os tratamentos LPPC159 (por
baixo) e LPPC259 (em cima); LPPC172 (por baixo) e LPPC259 (em cima); LPPC 246 (por baixo)
e LPPC259 (por cima); LPPC265 (por baixo) e LPPC259 (por cima) e LPPC266 (por baixo) e
LPPC259 (por cima).



Figura 15: Tratamentos demonstrando compatibilidade in vitro entre cepas de Bacillus.
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Legenda: A — Cepas LPPC159 (por baixo) e LPPC259 (em cima); B — Cepas LPPC172 (por
baixo) e LPPC259 (em cima); C — Cepas LPPC 246 (por baixo) e LPPC259 (por cima); D —
Cepas LPPC265 (por baixo) e LPPC259 (por cima) e E — Cepas LPPC266 (por baixo) e
LPPC259 (por cima). Fonte: Autora.

Para os tratamentos composto pelas cepas LPPC159 e LPPC259; LPPC172 e LPPC259;
LPPC246 e LPPC259; LPPC265 ¢ LPPC259 ¢ LPPC266 ¢ LPPC259, observamos resultados
positivos demonstrando compatibilidade entre os isolados. Os tratamentos LPPC250 e LPPC259 e

LPPC325 e LPPC259, mostraram-se incompativeis entre si, com formagao de halos.

Figura 16: Teste de compatibilidade in vitro de cepas de Bacillus sp. A presenca de halos indica a

incompatibilidade in vitro entre cepas de Bacillus.

(por baixo) e LPPC259 (por cima). Fonte: Autora.

Visando ampliar o controle bioldgico através do uso de cepas do género Bacillus, estudos
relacionados ao consdrcio de microrganismos mostram-se promissores para o biocontrole de
doengas em plantas (Santos, 2021; Bronzatto, 2023). O consércio de microrganismos ¢ verificado

por meio de ensaios de compatibilidade in vitro, assim como os realizados por Mafia et al. (2007)
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e De Melo et al. (2021). Para as sete cepas (LPPC159, LPPC172, LPPC246, LPPC250, LPPC265,
LPPC266 e LPPC325) testadas nesse estudo contra a cepa LPPC259, obtivemos cinco resultados
demonstrando compatibilidade entre as bactérias, com auséncia de halos. As cepas LPPC159,
LPPC172, LPPC246, LPPC265 ¢ LPPC266 mostraram ser compativeis com a cepa LPPC259,
enquanto as cepas LPPC250 e LPPC325 demonstraram incompatibilidade, indicando que ndo
podem ser usadas em conjunto.

Santos et al. (2021) mostram que a partir de testes de compatibilidade in vitro foi possivel
estabelecer cinco “mix” compostos por quatro isolados de bactérias epifiticas, onde quatro dos
cinco reduziram significativamente a antracnose quando comparados ao controle, onde os “mix”
5, 3 e 1 apresentaram melhor desempenho reduzindo a severidade da doenca em até 90,80%,
89,78% e 75%, respectivamente. Em perspectivas futuras, o uso do consorcio de Bacillus através
dos testes de compatibilidade in vitro mostra-se promissor objetivando a produgdo de mixes para
redugdo das doencas nas plantas.

Diante disso, algumas cepas de Bacillus (LPPC159, LPPC172, LPPC246, LPPC250,
LPPC259, LPPC265, LPPC266 e LPPC325) testadas no presente trabalho demonstraram
resultados promissores quanto a compatibilidade entre si para uso futuro em estudos in vivo a fim

de reduzir biologicamente o mal do Panama.
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6. CONCLUSOES

As cepas de Bacillus sao capazes de inibir o crescimento micelial in vitro dos isolados de
Fusarium oxysporum f. sp. cubense, destacando-se as cepas LPPC259, LPPC265, LPPC266 ¢
LPPC283, nas quais apresentaram as maiores porcentagens de inibicdo nos ensaios com os isolados
RFB65 e RFB86 de Foc.

Para as oito cepas de Bacillus testadas, seis mostraram-se compativeis entre si, entre elas
LPPC159, LPPC172, LPPC246, LPPC259, LPPC265 ¢ LPPC266, viabilizando estudos in vivo
visando a producao de um possivel produto biotecnologico a base de misturas bacterianas para o
controle do fitopatogeno.

Dessa forma, pode-se recomendar as cepas que obtiveram bons resultados no presente
estudo, com destaque para a LPPC259, como promissores para uso futuro in vivo no controle do

mal do Panama em bananeiras.
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