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Resumo

O controle biolégico tem se mostrado uma estratégia promissora para combater doengas agricolas
causadas pelo fungo Sclerotium rolfsii. Neste estudo, investigamos o potencial de bactérias
antagonistas, para inibir o crescimento do patdgeno em placas de Petri. A metodologia envolveu o
isolamento do Sclerotium rolfsii e sua reativagdo em meio de cultura BDA. Foram testadas as bactérias
do acervo laboratorial da UFES-Campus de alegre, SS1, SS2 e ANL, em placas contendo micélio do
fungo. A avaliacdo foi feita apds 8 dias, medindo o crescimento micelial do Sclerotium rolfsii. Os
resultados indicaram que a bactéria SS1 apresentou forte potencial de inibicdo, tornando-se uma
candidata promissora para o controle biol6gico desse fitopatégeno. Tal resultado pode fomentar o
desenvolvimento de novas pesquisas e oferecer alternativas sustentaveis para o manejo de doencas
agricolas que promovam a seguranca alimentar e ambiental.

Palavras-chave: Controle bioldgico. Fitopatdgeno. Placas de Petri. Seguranca alimentar.
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Introducéo

O controle bioldgico tem se mostrado uma estratégia promissora para combater doencas agricolas,
proporcionando uma alternativa sustentavel e eficaz em relagdo aos métodos convencionais de
controle de pragas e patdgenos. Dentre as inUmeras ameacas fitopatogénicas que assolam as
planta¢@es, o fungo Sclerotium rolfsii, conhecido popularmente como "mofo branco", destaca-se como
um patégeno de ampla distribuicdo mundial, causando grandes prejuizos econémicos em diversas
culturas.

Segundo Auler et al. (2013) o fungo Sclerotium rolfsii € um importante fitopatégeno habitante do
solo, responsavel por podriddes do colo e raizes, murcha e tombamento de plantulas em inUmeras
espécies economicamente importantes. Esse patdégeno tem a capacidade de sobreviver por longos
periodos no solo, formando estruturas de resisténcia chamadas esclerddios, o que dificulta seu controle
e contribui para sua disseminagdo. Apresenta extensa gama de hospedeiros, cerca de 200 espécies
pertencentes a quase 100 familias botéanicas, incluindo dicotileddneas e 7 monocotileddneas,
distribuindo-se em todas as regides agricolas do Brasil (MARCUZZ; SCHULLER, 2014)

Embora o uso de fungicidas quimicos seja comum no manejo desse patégeno, ele pode levar a
problemas ambientais, resisténcia dos fungos e riscos a saide humana (CAMPANHOLA et al., 2003).
Diante dessas questdes, o controle bioldgico surge como uma alternativa mais sustentavel e compativel
com a agricultura moderna.

Estudos recentes tém revelado o potencial de microrganismos no controle do Sclerotium rolfsii. Em
uma pesquisa conduzida por Cunha et al. (2023), foi demonstrado que cepas do fungo Trichoderma
spp. apresentaram forte atividade antagonista contra o patégeno, inibindo seu crescimento e
esporulagdo. Da mesma forma, a pesquisa de Hannan et al. (2012) identificou que bactérias fixadoras
de nitrogénio, como as do género Rhizobium, ndo s6 promovem o crescimento das plantas através da
fixacao bioldgica do nutriente, mas também demonstram capacidade de antagonismo contra patégenos
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como Fusarium oxysporum e Sclerotium rolfsii, contribuindo para combater as podridées causadas pelo
parasitismo

O controle bioldgico oferece vantagens significativas, como a baixa toxicidade aos seres humanos
e ao meio ambiente, além de néo deixar residuos nos produtos agricolas (BETTIOL et al., 2009). Outro
aspecto relevante € a preservacao da biodiversidade, uma vez que o uso de fungicidas quimicos pode
afetar negativamente outras formas de vida, como insetos benéficos e polinizadores. Dessa forma, o
controle biolégico desponta como uma abordagem altamente promissora para mitigar os danos
causados pelo Sclerotium rolfsii nas culturas agricolas. A busca por microrganismos eficazes no
combate a esse patégeno pode representar um avanco significativo na agricultura, proporcionando
solucBes mais sustentaveis e econémicas para os agricultores. Frente ao exposto, objetivou-se com
essa pesquisa encontrar resultados positivos utilizando-se bactérias com potencial antagonista, para
inibir o crescimento do fungo Scllerotium rofsii em meio de cultura BDA, vertido em placas Petri.

Metodologia

O presente trabalho foi executado na Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), Campus de
Alegre-ES, no Laboratério de Microbiologia e também os recursos disponiveis no Nucleo de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldégico em Manejo Fitossanitario de Pragas e Doencas
(NUDEMAFI) e Laboratorio de Biotecnologia Agricola e Ambiental (BIOTA) vinculados a esta
instituic&o.

O isolado fungico de Sclerotium rolfsii foi obtido do acervo de fungos do BIOTA, em forma de
esclerddios, demandando assim uma etapa de reativacdo dos mesmos. Esse procedimento, executado
em camara de fluxo laminar, foi realizado em placas de Petri contendo meio de cultura Batata-Dextrose-
Agar (BDA), sendo distribuidos 3 ou 4 esclerodios por placa, mantidas em estufa incubadora BOD, com
temperatura regulada a 25°C e fotoperiodo de 12 horas, até germinarem e colonizarem a area da placa.
Apbs este periodo, o fungo foi repicado, em camara de fluxo laminar, em novas placas com o mesmo
meio de cultura, por meio da transferéncia de disco de micélio obtidos com auxilio de furador de rolhas
apresentando didmetro de 6,35 mm e entdo mantido até a utilizacdo no preparo do experimento, onde
era novamente repicado sob as mesmas condi¢des e utilizado na montagem dos experimentos com
periodo de crescimento entre 48 e 72 horas. Os 3 isolados bacterianos avaliados (SS1, SS2 e ANL)
foram gentilmente cedidos por membros do BIOTA, pois ja haviam sido realizado testes anteriores a
este no presente artigo.

Avaliacéo do potencial antagonista

O ensaio para avaliacdo do potencial antagonista foi realizado utilizando como tratamentos os
isolados SS1, SS2 e ANL além de um controle negativo, sendo realizada 5 repeticdes para cada
tratamento.

A montagem do experimento foi feita em camara de fluxo laminar, para cada repeticdo, de cada
tratamento, em placas de Petri contendo meio de cultura BDA foram adicionados um disco de micélio
do fungo apresentando crescimento de 48 a 72 h, obtido com auxilio de furador de rolha com didametro
de 6,35 mm e transferido para a placa com auxilio de alca de platina devidamente esterilizada, além de
4 aliquotas (5 pL cada) de suspensao bacteriana com concentragao ajustada para OD600=0,6, a partir
de crescimento bacteriano em meio Caldo Nutriente, mantido overnight em incubadora tipo shaker
regulada para condicdo de 30°C + 2°C e 160 rpm, sendo realizada com auxilio de micropipeta e
ponteiras de 200 pL. As caracteristicas deste ensaio sao similares ao utilizados por Xiong et al. (2015)
para isolamento e caracterizacdo de cepas bacterianas antagonistas.

Visando uniformizar a distribuicdo do disco de micélio e das aliquotas de suspensao bacteriana, foi
utilizado um gabarito, para todos os tratamentos. No tratamento relativo ao controle negativo, o mesmo
procedimento foi realizado, sendo adicionado agua destilada esterilizada em substituicdo a suspenséo
bacteriana.

As placas, devidamente identificadas por meio de etiquetas, foram dispostas em estufa incubadora
BOD, com temperatura regulada de 25°C e fotoperiodo de 12 horas, sendo mantidas até constatada a
colonizacéo total pelo fungo das placas relativas ao controle negativo. A avaliagdo deste ensaio foi
realizada por meio do monitoramento do crescimento radial do micélio fngico, realizando-se apos 8
dias de crescimento, considerando as duas retas diagonais hipotéticas que cortam os pontos de
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insercéo das aliquotas da suspenséo bacteriana, sendo realizado com auxilio de paquimetro digital,
utilizando milimetros como unidade de medida.

Os dados foram adicionados a planilha do Excel, para posterior tratamento e realizacdo de analises
estatisticas. O tratamento dos dados envolveu a conversédo da medida do crescimento micelial fingico
para dados relativos ao antagonismo bacteriano, obtida a partir do didmetro padronizado das placas,
sendo subtraido os valores referentes ao crescimento micelial e o didmetro do disco de micélio utilizado.

Resultados

Os efeitos antagonistas entre bactérias e fungos referem-se as interagfes competitivas ou
inibitérias que ocorrem entre esses microorganismos. Em algumas situagées, bactérias e fungos podem
competir por recursos ou espaco, levando a efeitos adversos para um ou ambos os grupos. A figura 1
demonstra os efeitos antagonistas das bactérias SS1, SS2 e ANL no crescimento do fungo causador
da murcha-de-escrerocio (sclerotium rolfsii).

Figura 1 - Efeitos antagonistas apresentados em C- (A), SS1 (B), SS2 (C), e ANL (D
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Fonte: O Autor

Apo6s o tempo de incubagé@o em BOD e coleta dos dados, foi realizado a conversédo da medida
do crescimento micelial fngico para dados relativos ao antagonismo bacteriano, obtida a partir do
didmetro padronizado das placas, sendo subtraido os valores referentes ao crescimento micelial e o
diametro do disco de micélio utilizado. Pela analise de variancia, foi possivel verificar que as cepas
testadas apresentaram atividade inibitoria contra o sclerotium rolfsii in vitro significativamente (p < 0,05).
Os isolados SS1 e SS2 apresentaram um maior efeito inibitério contra o patégeno testado quando
comparado ao controle negativo. As cepas também foram estatisticamente diferentes entre si, podemos
dizer com base em nossas andlises que o isolado SS1 e SS2 sdo 0s mais promisores.
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Figura 2 - Efeitos antagonistas apresentados em C- (A), SS1 (B), SS2 (C), e ANL (D).
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Fonte: O Autor
Discusséao

Estudos tém enfatizado o potencial de bactérias antagonistas, como as pertencentes aos géneros
Bacillus, em inibir o crescimento e a esporulacdo de fitopatdgenos, incluindo o Sclerotium rolfsii
(ABREU et al., 2022). Essas bactérias possuem a capacidade de produzir metabdlitos antifingicos,
enzimas hidroliticas e outros compostos bioativos que atuam na supressado do crescimento do fungo
fitopatogénico (MILAGRE et al., 2017).

Os resultados mostraram que a bactéria SS1 teve um bom poder de inibicdo no crescimento do
fungo Sclerotium rolfsii em placa de Petri, com uma reducgdo significativa no crescimento micelial
guando comparada as demais bactérias testadas. Esse resultado esta alinhado com estudos que
evidenciam a capacidade de alguns microrganismos, como 0s pertencentes ao género Trichoderma,
em inibir o crescimento de Sclerotium rolfsii e outros fitopatdgenos (ISAIAS, 2014). Esses fungos
antagonistas sdo conhecidos por produzirem metabdlitos secundarios com atividade antifingica,
contribuindo para a redugéo da incidéncia de doengas em plantas.

A eficacia da bactéria SS1 em conter o crescimento do Sclerotium rolfsii também sugere que sua
acdo pode ser mediada por mecanismos de competicdo e/ou antibiose, onde a bactéria produz
substancias que inibem o crescimento do fungo (REIS et al., 2014). Esse tipo de antagonismo tem sido
amplamente explorado como uma alternativa ecologicamente correta para o controle de doencas em
culturas agricolas, minimizando o uso de fungicidas quimicos e seus impactos negativos no meio
ambiente.

Em relacdo a bactéria SS2, embora tenha apresentado potencial de inibicdo, ndo conseguiu conter
totalmente o crescimento do fungo, porém o seu percentual de inibigcdo foi significativo quando
comparado ao teste controle. Esse resultado pode ser explicado pela diversidade de fatores que
influenciam a interacdo entre bactérias e fungos fitopatogénicos. Diferencas na producdo de
metabalitos antifingicos, velocidade de crescimento e adaptagédo ao ambiente podem afetar a eficacia
do antagonismo (MEDRADO, 2019).

A bactéria ANL3, inicialmente vista como uma promissora candidata para a inibi¢do do fungo, ndo
apresentou resultados positivos na contencéo do crescimento do Sclerotium rolfsii, comportando-se de
forma semelhante ao controle negativo e bem inferior as demais cepas. Esses resultados podem estar
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relacionados a especificidade do mecanismo de a¢do da bactéria contra o fungo, ou mesmo a possiveis
interacdes competitivas entre 0s microrganismos no ambiente de cultivo.

No contexto da agricultura sustentavel, a pesquisa com bactérias antagonistas, como a SS1, é de
suma importancia para o desenvolvimento de estratégias inovadoras e eficientes no controle de
doencas fitopatogénicas. A utilizacdo de bactérias antagbnicas no manejo integrado de doencas pode
reduzir a dependéncia de fungicidas quimicos, mitigar o desenvolvimento de resisténcia dos
fitopatbgenos e promover uma producdo agricola mais segura e ecologicamente equilibrada
(MARIANO., 2004).

Conclusao

A bactéria SS1 apresentou um poder significativo de inibigdo no crescimento do fungo Sclerotium
rolfsii, destacando-se como uma candidata promissora para o controle bioldgico. Esses resultados
indicam o potencial das bactérias antagdnicas no manejo sustentavel de doencas fitopatogénicas,
proporcionando uma alternativa mais segura e sustentavel, quando comparada aos fungicidas quimicos
tradicionais. A pesquisa contribui para o avanco da fitopatologia, incentivando futuros estudos para
ampliar o espectro de controle biolégico e aprimorar a eficiéncia das estratégias de manejo integrado
de doencas em culturas agricolas. Estudos adicionais sobre os mecanismos de acdo das bactérias e a
aplicacdo em condi¢cbes de campo sdo necessarios para validar sua eficicia no cenério agricola real,
impulsionando a agricultura sustentavel e a seguranca alimentar.
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