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RESUMO

FERRANTI, Beatriz Cortellini. Selegao de microrganismos inibidores do desenvolvimento de
fungos em graos de milho. 2024. 65 f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina-PR, 2024.

O milho (Zea mays L.) € um dos principais gréos produzidos no Brasil, utilizado como
fonte alimenticia animal e humana. Por outro lado, o milho esta susceptivel a infecgao
fungica principalmente durante o periodo de armazenamento. Os géneros Aspergillus
e Penicillium sao predominantes em graos armazenados e muitas espécies de ambos
0s géneros s&o potenciais produtoras de micotoxinas. Graos de milho contaminados
com micotoxinas, sdo impréprios para consumo humano e animal, resultando em
grandes perdas econdmicas. Uma das formas para minimizar a presencga de fungos
em graos de milho é utilizar microrganismos que inibem o desenvolvimento de fungos,
como algumas espécies do género Bacillus. Com este proposito o objetivo desse
estudo foi selecionar a agcado antagbnica de 9 linhagens de Bacillus, com acgao
antagonica contra A. flavus/ oryzae UELZm4.106. A selecdo do potencial antagbnico
foi feita inicialmente por Cultura Pareada e Difusdo em Agar. Em ambas as triagens
foi utilizado 10° células/ mL de Bacillus e 10° conidios/ mL de A. flavus/ oryzae
UELZm4.106. Tanto em Cultura Pareada quanto em Difusdo em Agar, somente 4
linhagens de Bacillus, UELAsF5.1, UELAsF4.66, UELAsF1.483 e UELAsA1.447,
apresentaram potencial antagénico significativo, com potencial de inibicao de 9,6 %
até 35,96 %, respectivamente. As 4 linhagens de Bacillus selecionadas foram
avaliadas por associagao par a par, onde dos 6 tratamentos, apenas 3 pares
(UELAsF5.1 + UELAsF4.66, UELAsF5.1 + UELAsA1.447 e UELAsF4.66 +
UELAsA1.447) apresentaram inibicao de A. flavus/ oryzae UELZm4.106. Os extratos
livres de células, das mesmas 4 linhagens de Bacillus, também foram avaliados,
porém, ndo inibiram A. flavus/ oryzae UELZm4.106. As 4 linhagens de Bacillus
previamente selecionadas foram avaliadas em gréos de milho. Para tanto, foi utilizado
20 g de graos de milho que foram submetidos a tratamentos de infecgao artificial A.
flavus/oryzae UELZm4.106 e tratamento com graos naturalmente infectados com
fungos. Ambos os tratamentos foram expostos as quatro linhagens de Bacillus
separadamente e em seguida avaliado o numero de conidios. Os resultados obtidos
demonstraram acgao antagobnica das linhagens de Bacillus spp. contra A. flavus/oryzae
e contra fungos diversos nos graos artificialmente infectados (8,25 %) e naturalmente
infectados (81,1 % a 88,89 %). Estes dados sugerem que as 4 linhagens de Bacillus
apresentam potencial antagénico e sdo potenciais candidatas ao desenvolvimento de
bioinsumos.

Palavras-chave: graos de milho, potencial antagdnico, Bacillus spp., Aspergillus flavus



ABSTRACT

FERRANTI, Beatriz Cortellini. Selection of microorganisms that inhibit the development of fungi
in corn grains. 2024. 65 |. Dissertation (Master’'s degree Biotechnology) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina-PR, 2024.

Corn (Zea mays L.) is one of the main grains produced in Brazil, has high nutritional
value, and is used as an animal and human food source. On the other hand, corn is
susceptible to fungal infection mainly during its storage period. The genera Aspergillus
and Penicillium are predominant in stored grains and many species of both genera are
potential mycotoxin producers. Corn grains contaminated with mycotoxins are unfit for
human and animal consumption, resulting in large economic losses. One of the ways
to minimize the presence of fungi in corn grains is to use microorganisms that inhibit
the development of fungi, such as some species of the Bacillus genus. For this
purpose, the objective of this study was to select the antagonistic action of 9 strains of
Bacillus, against A. flavus/oryzae UELZm4.106. The selection of antagonistic potential
was initially done by Paired Culture and Agar Diffusion. In both screenings, 106 cells/
mL of Bacillus spp. and 102 conidia/ mL of A. flavus/ oryzae UELZm4.106 were used.
Both in Paired Culture and Agar Diffusion, only 4 Bacillus strains, UELAsSF5.1,
UELAsF4.66, UELAsF1.483 and UELAsA1.447, showed significant antagonistic
potential, with inhibition potential from 9.6% to 35.96 %, respectively. The 4 selected
Bacillus strains were evaluated by pairwise association, where of the 6 treatments,
only 3 pairs (UELAsF5.1 + UELAsF4.66, UELAsF5.1 + UELAsA1.447 and
UELAsF4.66 + UELAsA1.447) showed inhibition against A. flavus/ oryzae
UELZm4.106. Cell-free extracts from the same 4 Bacillus strains were also evaluated,
however, they did not show inhibition against A. flavus/oryzae UELZm4.106.
Regarding the antagonistic potential on fungi present in corn grains, 125 mL
Erlenmeyer flasks containing 20 g of corn grains were used. The experiments were
conducted with 4 controls: autoclaved corn grains, autoclaved corn grains infected by
A. flavus/oryzae UELZm4.106 (108 conidia/ mL), corn grains naturally contaminated
with fungi and superficially disinfected; autoclaved corn kernels, artificially infected by
A. flavus/oryzae UELZm4.106 (10° conidia/ mL) and superficially disinfected. The
treatments contained naturally and artificially contaminated corn kernels immersed in
a solution containing 108 cells/ mL of each Bacillus spp. The flasks were incubated at
28 °C for 5 days. Furthermore, two additional systems were evaluated where an aliquot
of 5 corn grains was removed from each flask before incubation and deposited in Petri
dishes containing filter paper; in the other, an aliquot of 3 corn grains was deposited in
Petri dishes containing DG18 medium (without antibiotics). The plates were incubated
under the same conditions as the flasks. The results obtained in the vials showed that
the antagonistic potential of Bacillus spp. against A. flavus/oryzae was similar to that
observed by Paired Culture and Agar Diffusion, UELAsF5.1, UELAsF4.66,
UELAsF1.483 and UELAsA1.447 was obtained in descending order, respectively.
These data suggest that the 4 Bacillus strains have antagonistic potential and are
potential candidates for the development of bioinputs.

Keywords: corn grains, antagonistic potential, Bacillus spp., Aspergillus flavus
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INTRODUGAO

A produgdo de milho (Zea mays L.) é uma das atividades agricolas mais
relevantes no Brasil, com uma producdo de 131.892,6 mil toneladas na safra
2022/2023 (CONAB, 2024) e de 112.752,7 mil toneladas de graos esperado para a
safra 2023/2024, sendo o estado de Mato Grosso o principal produtor nacional
(CONAB, 2024). Globalmente, o milho alcangou um marco significativo, ultrapassando
1 bilhdo de toneladas e se tornando a maior cultura agricola do mundo, segundo dados
do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA).

Além de sua importancia econdmica, o milho desempenha um papel crucial na
seguranga alimentar, sendo utilizado tanto para consumo humano quanto animal, e €
uma fonte essencial para a produg¢ao de biocombustiveis e como fonte de renda para
agricultores.

Contudo, o armazenamento de graos de milho enfrenta desafios em relacao a
infeccdo fungica, um dos principais problemas no armazenamento. Como substrato
rico em amido, o milho é um dos cereais com grande probabilidade de ser infectado
por fungos, principalmente aqueles dos géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium
(Abbas et al., 2005; Mohale et al., 2013),.

Estes géneros estédo entre os que mais abrigam espécies/linhagens produtoras
de micotoxinas, que podem ser produzidas sob condicdes ambientais favoraveis como
alta umidade, e temperatura elevada.

Milho, soja, arroz e trigo estao frequentemente contaminados por Aspergillus
spp. e Fusarium spp., potenciais produtores de aflatoxinas (AFs) e fumonisinas (FBs),
(Abouzied, 1994; Hirooka et al., 1996; Ono et al., 1999; Ono et al., 2002; Ono &
Hirooka, 2002).

A inser¢ao das micotoxinas na cadeia alimentar pode ocorrer por contaminagao
direta, quando ha consumo de um produto que foi infectado por alguma linhagem de
fungo potencial produtor de toxina ou por contaminagao indireta, quando a micotoxina
esta presente no produto final resultante de infecgao fungica prévia, porém o fungo foi
eliminado durante o processamento (Freire et al., 2007).

O controle dos fungos potenciais produtores de micotoxinas pode ser feito por
antifungicos sintéticos, no entanto, ainda ha dificuldades quanto a toxicidade dos
antifungicos utilizados. Como alternativa, ha um crescente interesse na utilizagdo de

microrganismos que sejam antagonistas e ou a utilizagdo de seus metabdlitos, com
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intuito de inibir o crescimento desses fungos potencialmente produtores de
micotoxinas, buscando contribuir com sustentabilidade e segurancga alimentar.

Neste contexto, alguns grupos de bactérias, como aquelas do o género
Bacillus, tém mostrado representando uma promissora estratégia como agentes de

biocontrole.
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OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial antifungico de linhagens de Bacillus em cultivo com

Aspergillus spp. e em graos de milho.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Selecionar linhagens de Bacillus com agao antagbnica contra Aspergillus
flavus/ oryzae UELZm4.106 em cultura ;

o Avaliar a acdo antagoOnica por associagao par a par de linhagens de
Bacillus contra Aspergillus flavus/ oryzae UELZm4.106 em cultura

o Avaliar o extrato livre de células de linhagens de Bacillus contra
Aspergillus flavus/ oryzae UELZm4.106 em cultura

o Avaliar a agado antagbnica de linhagens de Bacillus contra Aspergillus

flavus/ oryzae UELZm4.106 em graos de milho;
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A PRODUGAO DO MILHO (Zea mays L.)

Durante décadas, o milho atingiu o nivel de maior cultura agricola do mundo e
€ a Unica cultura a ultrapassar a marca de 1 bilhdo de toneladas, deixando para tras,
quando se trata de produgéo, culturas como arroz e trigo (Miranda, 2018).

Da safra 2000/01 para a de 2017/18, a produgdo mundial de milho passou de
591 milhdes de toneladas para 1,076 bilhdo de toneladas, com aumento
principalmente devido ao uso como ragao animal para a produgao de frangos e suinos
(USDA, 2018 apud Contini et al., 2019). A safra 2023/24 deve ultrapassar os 1,22
bilhdo de toneladas, segundo o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
(USDA).

Como segundo cereal mais produzido no Brasil, sendo superado apenas pela
soja, a cultura do milho é economicamente importante no cenario agricola (Amaral et
al., 2017). Os estados com maiores produgdes sao Mato Grosso, seguido do Parana
e Goias. Dados da Companhia Nacional de Abastecimento (Conab, 2024) apontam a
producao brasileira de milho, safra 2023/24, que foi em torno de 110,96 milhdes de
toneladas, representando uma queda quando comparada a safra 2022/23,
consequéncia da diminuicao de area plantada (8,3%), além de fatores climaticos.

O milho (Zea mays L.), segundo Barros e Calado (2014), é uma espécie
originaria a partir de populagdes de Zea mays L. subsp. parviglumis, da regiao sul do
México, sendo cultivado em varias partes do mundo ha mais de 8.000 anos. Apresenta
facil adaptabilidade, representado por diferentes gendtipos, cultivados desde o limite
do Equador até regides temperadas e desde o nivel do mar até altitudes superiores a
3.600 metros, em climas tropicais, subtropicais e temperados. Tem sido utilizado como
alimento para humanos e animais, devido a qualidade nutricional, contendo de 70-87
% de carboidratos (amido), 6-13 % de proteina e 4 % de lipideos, (Gydri, 2017; Jaques
et al., 2018).

O milho pode ser utilizado de diversas maneiras, tanto o grdo quanto a planta
podem passar por processos de beneficiamento. A maior parte do consumo deste
cereal ocorre na forma de grdos empregados na alimentag&o animal.

Neste contexto, conforme ressaltado por Labegalini et al. (2016), devido as

suas multiplas aplicagdes, o milho assume um importante papel socioeconémico, no
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entanto, ainda ha questdes limitantes no que tange a producéo do gréao, dentre os
quais a infecgao por microrganismos (Trojan, 2016).

Dentre os microrganismos que mais causam danos a cultura do milho estéo:
Puccinia polysora e Puccinia sorghi (causadores de ferrugens), Phaeosphaeria
maydis (causador da mancha-branca), Stenocarpella macrospora e Stenocarpella
maydis (causadores da podridao-de-diplodia); Colletotrichum graminicola (causador
da antracnose foliar), Fusarium verticillioides (causador da podriddo de Fusarium) e
Gibberella zeae (causador da giberela) (Villani, 2016). A presenca de tais
microrganismos acarretam perda da qualidade dos graos, consequentemente da

produtividade, gerando assim prejuizos econdmicos.

3.2 ARMAZENAMENTO E QUALIDADE DOS GRAOS DE MILHO

A qualidade dos graos de milho pode ser afetada por fatores abi6ticos como
estresse hidrico e térmico, praticas de cultivo e condigcdbes de armazenamento
inadequadas (Neme et al., 2017; Leite et al., 2021).

No Brasil, a colheita do milho tem inicio, com raras exce¢des, quando os graos
apresentam teor de umidade em torno de 18 % a 20 % (Galindo et al., 2017), os quais
devem ser submetidos sequencialmente a colheita, a secagem artificial com objetivo
de garantir condigbes ideais para o armazenamento. Outra opg¢ao é esperar e colher
o milho apds a secagem natural na lavoura, onde seu conteudo de agua é reduzido,
chegando a aproximadamente 13 a 14 % (Oliveira, 2017). Pimentel & Fonseca (2011),
observaram que a secagem natural do milho no campo é uma pratica comum no
Brasil, e ocorre, principalmente, pela facilidade, economia e falta de equipamentos de
secagem artificial nas propriedades. Os graos naturalmente secos, por outro lado,
apresentam qualidade inferior quando comparados com os graos colhidos com
umidade em torno de 18 % a 20 %, pois passaram mais tempo em campo, onde
ficaram susceptiveis as infecgdes fungicas e de pragas.

Os graos de milho apds a secagem devem ser levados diretamente a limpeza,
seguida do armazenamento. Os graos também podem ser encaminhados diretamente
a industria, aos consumidores ou para a distribuicdo aos animais. Na Figura 1 séo
apresentadas as etapas de produgédo e pré-processamento dos grdaos de milho
(EMBRAPA, 2015).
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Figura 1 — Fluxograma das etapas de produgao e pré-processamento do milho.
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Fonte: EMBRAPA, 2015.

Para garantir maior qualidade dos graos de milho € importante realizar um
processo de secagem até 48 horas apos colheita dos graos com umidade em torno
de 18 % a 20 %, onde as condi¢gbes de armazenamento, temperatura (10 °C -15 °C)
e umidade relativa do ar (abaixo de 70 — 75 %), devem ser controladas (Dorn et al.,
2013; Valmorbida, 2016).

Os graos de milho secos podem ser armazenados por um longo periodo de
tempo, (Silva et al., 2015), uma vez que, segundo o Manual de Boas Praticas de
Armazenamento do Milho, o tempo possivel de conservagéo dos graos pode dobrar a
cada reducao de 1 % na umidade e 5 °C na temperatura.

O armazenamento de graos de milho visa manter as caracteristicas que os
graos apresentam tais como a viabilidade de sementes, a manuteng¢ao da qualidade
dos gréos pré e pds moagem e as propriedades nutricionais dos graos (Santos, 2015;
de Queiroz et al., 2020).

O tipo de armazenamento estabelecido pode ser a granel, em silos (metalicos,
de alvenaria ou concreto), em armazéns convencionais (sacarias), em armazéns
graneleiros ou em sistemas de armazenagem temporaria, como silos bolsa (Oliveira
et al., 2014; EMBRAPA, 2015; Oliveira, 2017).

Atualmente, o armazenamento a granel € predominantemente utilizado, em
silos verticais de armazenamento ou em armazéns graneleiros (Ziegler et al., 2021).

Fatores como a presenca de fungos de armazenamento (como espécies de

Aspergillus spp. e Penicillium spp.), condicbes inadequadas de temperatura e
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umidade nos silos, podem impactar negativamente a rentabilidade e a seguranga
alimentar (Oliveira, 2017).

A qualidade dos grdos armazenados € dependente do ambiente de
armazenamento, a massa de graos constitui um ecossistema dinédmico, formado por
elementos bidticos (e abidticos (que sao afetados, tanto quimica como biologicamente
por diversos fatores, (Raudiene et al., 2017).

A quantidade total de agua contida nos graos, ou seja, a umidade, juntamente
com a atividade de agua (Aw), sdo os fatores de maior influéncia no processo de
deterioragdo dos graos e consequente diminui¢cdo (perda) da qualidade do grao
armazenado (Raudiene et al., 2017).

A Aw é empregada para controle da estabilidade do produto no periodo de
armazenamento, pois avalia a disponibilidade de agua no alimento no qual pode estar
susceptivel a diversas reagdes (quimicas, enzimaticas) ou também a quantidade de
agua que pode ser usada por microrganismos, acarretando assim na degradacgao do
produto (Food Safety Brazil, 2016; Zeymer, 2021). Para a armazenagem, o ideal € que
a atividade de agua (Aw) do grédo esteja abaixo de 0,6 na maioria dos cereais
(Fernandes, 2020).

A analise de atividade de agua também permite uma avaliagdo do crescimento
de microrganismos, cujos parametros permitem controlar a atividade microbiana na
matéria-prima e nos produtos industrializados. Cada microrganismo possui uma Aw
favoravel ao seu desenvolvimento, o qual € possivel monitorar o crescimento
microbiano. A Aw ideal para o desenvolvimento da maioria de espécies de Aspergillus
e Penicillium (frequentemente encontrados no armazenamento de grdaos de milho)
esta entre 0,85 - 0,95 e 0,80 - 0,85 respectivamente.

Assim, associagdo entre temperaturas elevadas (acima de 35 °C),e Aw
favoravel ao desenvolvimento microbiano intensificam o processo de deterioragao dos
graos armazenados.

A manutencéo da umidade em torno de 9 — 10 %, em grdos armazenados é um
dos fatores abidticos passiveis de contribuir com o controle dos demais fatores
favoraveis a deterioragdo dos graos, como Aw e temperatura. O equilibrio
higroscopico dos grédos de milho (relagdo termodinamica entre a pressao d'agua
contida em cada gréao e a pressao do vapor d'agua do ar em contato com ele), para

controlar o desenvolvimento de microrganismos € de 14 % (Elias, 2018).
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A Tabela 1 apresenta as temperaturas 6timas para o crescimento de algumas
espécies de fungos encontrados no armazenamento de graos de milho bem como a
porcentagem minima de umidade necessaria para que o microrganismo se desenvolta

no substrato (Limites minimos de umidade).

Tabela 1 - Temperaturas minima, 6tima e maxima para o crescimento de fungos encontrados no
armazenamento de graos de milhos e seus Limites minimos de umidade (% b.u.) para
desenvolvimento.

Temperaturas para Crescimento (°C)

] Limites minimos de umidade
FUNGOS Minima Otima Maxima (% b.u.)*
Aspergillus restrictus 5-10 30-35 40-45 13,56-14,5
Aspergillus candidus 10-15 45 - 50 50 — 55 15,0-15,5
Aspergillus flavus 10-15 40 -45 45 -50 18,0-18,5
Penicillium spp. -5-0 20-25 35-40 16,5-19,0

Adaptado de: Manual de Boas Praticas de Armazenagem — Milho
*b.u. = base umida

Em geral, os graos se mantém em boas condi¢des de qualidade quando se
encontram armazenados a temperaturas inferiores a 18 °C e umidade inferior a 14
%, sendo o ideal entre 12 e 13 %. A associacido dessas variaveis € determinante

para a boa conservacao dos graos sob armazenamento.

3.3 PRINCIPAIS FUNGOS EM GRAOS DE MILHO

Embora atualmente haja padrées adequados de produgao e armazenamento
dos graos de milho, a infeccdo dos graos por fungos ainda € uma das principais
causas de deterioragdo do produto, prejudicando a qualidade e reduzindo as
propriedades nutricionais resultando em perdas econdmicas (Munkvold et al., 2019).

O estudo de Brito et al. (2022) relatou a incidéncia de fungos em gréos de milho
armazenados em silo-bolsas, dos quais a maior incidéncia foi dada por Penicillium
(37,5 %), seguido de Aspergillus (22,2 %) e Fusarium (16,6 %), dos quais dentre as
espécies de Aspergillus destacou-se A. flavus (61,7 %).

Lima (2023), identificou fungos potenciais produtores de micotoxinas em gréos
de milho destinados a produgédo de ragao animal. O género Aspergillus foi o mais
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incidente com 92,8 % (incluindo Aspergillus section Aspergillus, Aspergillus section
Flavi e Aspergillus section Cremei), seguido pelo género Fusarium com 2,9 %.

Os fungos presentes nos graos de milho armazenados sédo frequentemente
divididos em dois grupos, de acordo com sua origem: (I) fungos de campo e (ll) fungos
de armazenamento (Aminu et al., 2021). Os primeiros, ou seja, fungos de campo,
infectam os graos ainda no campo, necessitando que os graos de milho estejam com
umidade mais alta (> 20%) (Embrapa, 2021) e temperaturas mais moderadas para o
desenvolvimento do fungo, provocando as podriddes de espigas. Ja os fungos de
armazenamento sao capazes de se desenvolverem em umidades relativas mais
baixas que os fungos de campo e temperaturas mais elevadas (20 °C — 30 °C), esses
progridem e substituem os fungos de campo, que sdo impedidos de se desenvolver
em condi¢des de armazenamento menos favoraveis.

Os géneros comumente encontrados em graos armazenados sao Aspergillus,
Penicillium e Fusarium (Suanthie et al.,2009; Vegi et al., 2013; Xing et al., 2018; Rocha
et al., 2020; Araujo et al., 2021; Gasperini et al., 2021).

O género Fusarium, causa perda de produtividade, em razdo de podriddao no
colmo (Costa et al., 2019) e na espiga (Munhoz et al., 2015; Gabriel et al., 2018),
acarretando na formacgao de graos ardidos durante o armazenamento.

Os fungos do género Aspergillus e Penicillium infectam os graos geralmente
depois da colheita e tém a capacidade de viver associados a graos com baixo teor de
agua (Bertuzzi, 2019; Tadei, 2020), pois produzem estruturas, como esporos e hifas,
que lhes permitem colonizar e se desenvolver em grdos com teores de agua
relativamente baixos além da capacidade de produzir enzimas que permite degradar
componentes dos graos, como amido, proteinas e lipidios, para obter nutrientes
necessarios ao seu crescimento.

O género Aspergillus abriga um grande numero de espécies presentes em
diversos nichos ecoldgicos e esta entre as principais espécies de fungos encontrados
em graos de milho armazenados (Travaglia, 2011; Visagie et al., 2017).

Os géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium podem conter espécies
capazes de produzir micotoxinas (Arruda et al., 2019), como aflatoxinas, fumonisinas,
zearalenona, ocratoxina, entre outras, sob condigdes ambientais favoraveis, como
temperaturas e umidade elevada (lamanaka, 2010; Castellari et al., 2015; Pitt, 2000;
Gasperini et al., 2021; Leite et al., 2021; Brito et al., 2022). No entanto, € importante
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ressaltar que nem todas as espécies e nem todas as linhagens de uma espécie sao
potencialmente produtoras de micotoxinas (Leite et al., 2021).

Micotoxinas € um termo originado da palavra grega “mykes” que significa fungo
e do latim “toxicum”, veneno ou toxina (Goldblatt, 1972; Bullerman, 1979), traduzido
por Lazzari (1997). Sdo metabdlitos secundarios de alguns fungos causando danos a
saude humana e animal quando alimentos contaminados com as mesmas sao
ingeridos (Andrade et al., 2015; FAO, 2022).

As principais micotoxinas encontradas em grao de milho armazenados sdo as
aflatoxinas (AFs), seguido por fumonisinas (FBs), tricoteceno (Toxina T-2), ocratoxina
(OTs), zearalenona (ZEN) e deoxivalenol (DON) (Oliveira et al., 2017; Misihairabgwi
et al., 2019; Leite et al, 2021; Medeiros, 2021; Brito et al., 2022).

Como exemplo de espécies produtoras de micotoxinas tem-se: Aspergillus
flavus (aflatoxinas), Aspergillus niger (ocratoxinas), Fusarium verticillioides e F.
subglutinans (fumonisinas), Fusarium graminearum (zearalenona e tricotecenos),
Fusarium sporotrichioides (toxina T-2), Penicillium verrucosum (ocratoxinas) (Aprodu
et al., 2015; Silva et al., 2015).

As micotoxinas encontradas com maior incidéncia em grdos de milho
armazenados sao as aflatoxinas.

As aflatoxinas, podem causar hepatotoxicidade, e desenvolvimento de
carcinogénese, enquanto as fumonisinas, tem como principal efeito a neurotoxicidade
e carcinogénese (Lee et al., 2012; Awuchi et al. 2022; Fernandes et al., 2022).

Segundo Wan, Chen e Rao (2020), os principais produtores de aflatoxinas
(AFs) sao Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus e Aspergillus nomius, (Arruda et
al., 2019; Munkvold, 2019; Vedovatto et al., 2020).

Todas as formas de aflatoxinas sao derivadas da difurocumarina. As duas
principais formas de aflatoxinas, B e G (blue e green), séo subclassificadas como B,
B2, G1 e Gz. A pequena diferenca estrutural entre elas é responsavel pela diferenca,
na toxicidade, sendo a aflatoxina B1 a mais toxica, classificada como carcinogénica
em humanos pela Agéncia Internacional de Pesquisa em Céncer (IARC) (Savi et al.,
2020) e a mais comum de todas. As aflatoxinas B1 e G1 sdo consideravelmente mais
toxicas que B2 e G2 (Travaglia, 2011; Wan et al., 2020). Além de dois produtos
metabdlicos, M1 e M2, principais metabdlicos das aflatoxinas B1 e B2 respectivamente,

com potencial téxico menor (Coulombe, 1991; Sartori et al., 2015; Souto et al., 2017).
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As aflatoxinas causam efeitos patoldgicos, tanto em humanos quanto em
animais, como hepatotoxicidade (lesbes no figado), hiperplasia dos ductos biliares,
hemorragia, carcinogénese (tumores hepaticos), redugao da imunidade, entre outros
(Travaglia, 2011). Em animais, alimentos contaminados com aflatoxinas tém sido
associados com aflatoxicose, imunossupressao, tumores hepaticos e renais devido a
presenca da aflatoxina M1, um derivado da aflatoxina B1 (Amoras et al., 2021).

A ingestao de gréos de milho contendo micotoxinas podem causar sindrome
da toxicidade resultante da absorcdo de micotoxinas, que podem ser classificadas
como aguda, subaguda, ou cronica, dependendo da quantidade e frequéncia de
ingestao (Bahniuk et al., 2021).

Devido a sua ampla gama de propriedades fisicas e quimicas, as micotoxinas
sao compostos quimicos estaveis que ndo podem ser destruidos durante a maioria
das operacoes de processamento de alimentos (Sadhasivam et al., 2017).

As micotoxinas possuem carater acumulativo, ou seja, elas podem também
alcangar a cadeia alimentar indiretamente. Tratamentos térmicos e processamentos
industriais podem eliminar os fungos presentes, mas nao sao capazes de eliminar as
toxinas ja presentes nos alimentos (Bragotto, 2016).

A toxicidade causada pelas micotoxinas tem levado diversos paises a
estabelecerem regulamentagbes para garantir um controle da contaminagéo por
micotoxinas em alimentos e ragcdes animais.

Organizagdes internacionais avaliaram a toxicidade das micotoxinas e com
base nos resultados destas avaliagbes foram determinados limites toleraveis de
contaminagao por micotoxinas em alimentos para tentar controlar a exposicao
humana. Os paises da Comunidade Europeia (European Commission) tém uma
legislacdo especifica e detalhada dos Limites Maximos Toleraveis (LMT) para
micotoxinas em alimentos. Nos Estados Unidos a Food and Drug Administration (FDA)
regulamenta os niveis de acdo de algumas micotoxinas. Na América do Sul estes
limites sdo considerados no acordo do Mercado Comum do Sul (MERCOSUL), que
agrupa 12 paises da regiao. O Brasil € o pais do MERCOSUL com legislagao propria
que inclui maior quantidade de micotoxinas e categorias alimentares, estabelecida
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (Adaniya, 2017).

Em julho de 2022 a ANVISA langou uma nova Instru¢gao Normativa (IN N° 160)
estabelecendo novos Limites Maximos Toleraveis (LMT) de micotoxinas em alimentos

de milho ou a base de milho (Tabela 2).
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Tabela 2 - Limites Maximos Tolerados (LMT) para micotoxinas em milho.

Micotoxinas Alimento LMT (ug/kg)
Aflatoxinas Milho, milho em gréo (inteiro, partido,
B1, B2, G1, G2 amassado, moido), farinhas ou sémolas de 20
milho
Milho de pipoca 2.000
Alimentos a base de milho para alimentagao
infantil (lactentes e criangas de primeira 200
infancia)
Fumonisinas (B1 + B2) Farinha de milho, creme de milho, fuba, flocos, 1.500
canjica, canjiquinha
Amido de milho e outros produtos a base de 1.000
milho
Milho em grao para posterior processamento 5.000
Milho de pipoca, canjiquinha, canjica,
produtos e subprodutos a base de milho 150

Zearalenona

Milho em grao e trigo para posterior

processamento 400
Desoxinivalenol (DON) Trigo e milho em graos para posterior 2.000
processamento

Adaptado de: ANVISA, 2022.

Devido aos efeitos deletérios para a saude associados ao consumo de
alimentos contaminados com aflatoxinas, o Ministério da Saude através da Instrucéo
Normativa — IN N°88 de 26/03/2021, delimitou a quantidade maxima para a presenca
de aflatoxinas em milho ndo processado usado para consumo direto na alimentacao
humana ou como ingrediente em outros produtos alimenticios, sendo 5,0 ug.kg™' para
aflatoxina B1 e 20,0 yg.kg-! para aflatoxinas totais (B1, B2, G1 e Gz). Contudo, apesar
da existéncia de tais regulamentag¢des, a contaminagéo de alimentos por aflatoxinas
ainda é um desafio.

Se tratando de graos de milho destinados a racao animal, os limites maximos
de micotoxinas (Tabela 3) podem variar de acordo com o tipo de animal, o produto
final, as regulamentagdes de cada pais e as recomendacdes de organizagdes de

seguranga alimentar e saude animal.
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Tabela 3 - Limites Maximos Tolerados (LMT) para micotoxinas em graos de milho destinados a ragao

animal.
PAIS MICOTOXINA LMT (ug/kg)
Aflatoxinas totais 20
Brasil Deoxinivalenol (DON) 5.000
(ANVISA e MAPA) Zearalenona 500
Fumonisinas (B1 e B2) 60.000
Aflatoxinas totais 20 - 300
Estados Unidos Deoxinivalenol (DON) 5.000 — 10.000
(FDA) Zearalenona 1.000 — 5.000
Aflatoxinas totais 20
Unido Europeia Deoxinivalenol (DON) 8000
(Comissao Europeia, com base Zearalenona 500
nas avaliagdes da EFSA) Fumonisinas (B1 e B2) 60.000

Um desafio importante na produ¢do de milho é reduzir a infecgdo por fungos
produtores de aflatoxinas nos grédos de milho, ja que a presenga da mesma € um

agravante gerando perdas econdémicas e a saude (Okoth et al., 2012).

3.4 ESTRATEGIAS PARA MINIMIZACAO DE FUNGOS POTENCIALMENTE
PRODUTORES DE AFLATOXINAS EM GRAOS DE MILHO

Os métodos propostos para o controle de micotoxinas sdo normalmente
preventivos, incluindo boas praticas de manejo na agricultura e pds-colheita, podendo
ser utilizado métodos quimicos, fisicos e bioldgicos. Entretanto, apds a toxina estar
presente no alimento, a sua descontaminacdo € muito dificil. A utilizacdo de raios
gama, raios X e ultravioleta sdo exemplos de métodos fisicos (Carao et al., 2014). Os
adsorventes, como as argilas e bentonitas, s&o as substancias mais comuns utilizadas
para a descontaminagdo adicionadas a alimentacdo animal. Estes compostos séo
capazes de se ligar as toxinas no trato gastrintestinal e impedir a sua absorgao
sistémica (Savi, 2020; Maia et al., 2021). Apesar disso, até o0 momento, ndo ha um
meétodo disponivel que elimine as micotoxinas sem causar alteragdes no produto, e o
uso desses adsorventes ndo € uma solugao definitiva para o problema, pois possuem
uma baixa eficiéncia dependendo do nivel de contaminagao e do tipo de micotoxina.

Dentre os métodos utilizados nas etapas pds-colheita, tem-se ainda a utilizacéo
de ozonizacdo, tratamento térmico e irradiacdo UV, essas abordagens sao
consideradas pouco praticas e eficazes em termos de implementacéo e resultados.
(Bhat et al., 2016; Liu et al., 2019; Afsah-Hejri et al., 2020; Bocate, 2020).
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O uso de microrganismos € uma alternativa a prevencao do desenvolvimento
de fungos potencialmente produtores de micotoxinas. A utilizagdo de microrganismos
antagonistas, como Bacillus spp. e Pseudomonas spp., € uma alternativa adequada e
sustentavel que vem se destacando nesse contexto (Shoda, 2000; Chan et al., 2003).

O biocontrole utiliza microrganismos como antagonistas, os quais podem agir,
competindo por nutrientes e espacgo, ou ainda produzindo moléculas antimicrobianas.

Microrganismos podem interagir entre si, podendo criar condi¢cdes
desfavoraveis ao desenvolvimento de outros microrganismos, ou seja, determinado
microrganismo pode agir inibindo o crescimento/ desenvolvimento de outro, sendo
esta forma de interacdo denominada de antagonismo (Allwood et al., 2008).

Ha quatro principais mecanismos de agdes inibitdrias: (1) competi¢ao fisica por
recursos vitais (nutrientes) e espago, (2) indugdo de instabilidade na estrutura da
parede celular, (3) interferéncia nas atividades intracelulares das mitocondrias, nucleo
e membrana citoplasmatica, e (4) regulacdo negativa da expressao génica associada
a sintese de aflatoxinas (Ren et al., 2020). Importante ressaltar que essas agdes
inibitérias frequentemente resultam de uma interagdo combinada de diversos
mecanismos, nao sao atribuidas unicamente a um mecanismo isolado.

Existem varios tipos de interagdes entre microrganismos antagonistas,
incluindo a producao de substancias antimicrobianas. Segundo Li, e Zhang, (2021).
Nesta interagdo, microrganismos produzem e liberam substancias que inibem o
crescimento ou atividade de outros microrganismos presentes no ambiente. A inibi¢ao
do crescimento microbiano por substancias liberadas no meio pode se dar por
competicdo por recursos nutricionais, como fontes de carbono, nitrogénio e outros
nutrientes essenciais, reduzindo a disponibilidade para outros microrganismos
(Gémez-Gomez et al., 2021).

O antagonismo pode ainda se dar por competigdo por espaco, onde 0s
microrganismos competem por espago fisico em um ambiente, colonizando
superficies soélidas ou ocupando nichos especificos, o que pode limitar o crescimento
ou a sobrevivéncia de outros microrganismos (Ren et al., 2020). Algumas espécies
microbianas utilizam sistemas de comunicagao intercelular, como quorum sensing,
para regular comportamentos coletivos, como a produgdo de substancias
antimicrobianas, afetando indiretamente a sobrevivéncia de outros microrganismos
(Zhang et al., 2020).
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Das interagdes que podem ocorrer no antagonismo, metabdlitos volateis e nao
volateis produzidos por microrganismos com potencial de inibigdo e seus modos de
acao tém sido estudados de forma crescente, devido a sua aplicabilidade no controle
de microrganismos (Morath et al., 2012; Muhamadali et al., 2015). Quando um
microrganismo produz e libera substancias quimicas, que inibem o crescimento,
desenvolvimento ou sobrevivéncia de outro organismo denomina-se antibiose. Essas
substancias podem incluir antibidticos, enzimas ou outros compostos que interferem
nos processos vitais do organismo alvo.

O antagonismo esta correlacionado com a antibiose, pois € um dos
mecanismos pelos quais um organismo exerce efeitos inibitérios sobre outro.

Quevedo et al. (2023), utilizando a técnica de pareamento de culturas in vitro,
avaliaram quatro isolados de Trichoderma spp. como microrganismo inibidor do
crescimento de Fusarium oxysporum. A utilizagdo do agente antagonista inibiu de
13,06 % a 14,24 % o crescimento micelial de F. oxysporum

Ferreira (2021) avaliou o potencial antagbnico in vitro (cultura pareada) de
isolados de Bacillus spp. (10 linhagens) e Trichoderma asperellum no controle de
Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae. A média de inibicao micelial pelas linhagens
de Bacillus variou de 59 % a 68,5 % e a média de inibigdo micelial de T. asperellum
foi de 72 %.

Entre relatos sobre o uso de microrganismos antagonistas, o uso de bactérias
do género Bacillus é tido como uma das mais promissoras entre os agentes de
biocontrole (Viterbo et al., 2002; de La Cruz-Quiroz et al., 2018; Dorighello et al., 2020).

Essas bactérias tornaram-se um dos principais agentes microbianos
associados ao mecanismo de controle biolégico, devido a alta atividade inibitoria para
uma variedade de microrganismos (Wilming, 2013; Kim et al., 2016).

As bactérias do género Bacillus podem agir sobre outro organismo por
competicdo, porém, na maioria das vezes, ocorre a producido de ampla gama de
compostos antagbnicos de amplo espectro contra outras bactérias, fungos e até
mesmo virus (Earl et al., 2008, Dorighello, 2017; Durairaj et al., 2018; Fira et al., 2018;
Dorighello et al., 2020; Xu et al., 2020; Montino, 2021),

O género Bacillus € um dos géneros componentes da microbiota do solo,
podendo interagir com diferentes plantas, e se distinguem por sua capacidade de
tolerar baixas temperaturas. Eles podem sobreviver em condicdes adversas de pH,

podem sobreviver no solo por longos periodos até que ocorram condigdes ambientais
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favoraveis para seu crescimento e podem permanecer no solo mesmo quando nao
surgem condic¢des favoraveis (Balbinot, 2018).

Estudos mostram resultados promissores utilizando linhagens de Bacillus como
forma de controle para substituicdo dos fungicidas quimicos no controle de fungos
patogénicos (Einloft et al.,2017; Oliveira et al., 2021; Costa et al., 2022; Li et al., 2022).
As espécies B. amyloliquefaciens, B. pumilus, B. licheniformis e B. subtilis sdo
espécies que possuem grande potencial antifungico (Ryu et al., 2004; Ongena et al.,
2007; Leelasuphakul et al., 2008; Pérez-Garcia et al., 2011).

Isolados de Bacillus podem ser utilizados, segundo relatos da literatura, como
agentes de biocontrole de microrganismos fitopatogénicos ao milho (Lizarraga-
Sanchez et al., 2015; Kulimushi et al., 2017).

Diversos autores relataram a efetividade de isolados de Bacillus no controle de
patdgenos, onde as espécies mais utilizadas sao B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B.
pumilus, B. firmus, B. insolitus; B. methylotrophicus e B. megaterium (Earl et al., 2008;
Dorighello et al., 2015; Martins et al., 2015; Wu et al., 2015; Radhakrishnan et al.,
2017). A efetividade do controle se da, principalmente, sobre os géneros Sclerotinia,
Sclerotium, Fusarium, Thielaviopsis, Cercospora, Alternaria, Botrytis, ‘Uncinula,
Pyricularia, Pythium, Phytophthora, Erwinia, Ralstonia, Xanthomonas, Meloidogyne e
Pratylenchus (Martins et al., 2015; Wu et al., 2015; Gupta et al., 2016; Reis et al.,
2018).

Navya et al. (2015) avaliaram, in vitro, a redugao do crescimento micelial de A.
flavus por B. subtilis (15 %), Bacillus sp. (20 %) e B. cereus (11 %). Além de Bacillus
spp., também foram avaliados Pseudomonas fluorescens (26 % e 34 %),
Pseudomonas aeruginosa (38 %) e nove linhagens de Trichoderma, se destacando o
Trichoderma viridae (56 %)..

Buscando avaliar a inibicao do crescimento de Colletotrichum gloeosporioides,
Wang et al. (2021), avaliaram in vitro, que os compostos organicos volateis (COVs)
da fermentacao da cepa CF-3 de B. subtilis foi capaz de inibir o crescimento (30 mm)
de C. gloeosporioides.

Teixeira et al. (2021), avaliaram in vitro o potencial da cepa de Bacillus
velezensis CMRP 4490 quanto a sua capacidade de inibir patogenos de plantas,
apresentando atividade antagodnica contra Sclerotinia sclerotiorum, Macrophomina
phaseolina, Botrytis cinerea e Rhizoctonia solani com inibi¢ao do crescimento micelial

de aproximadamente 60 %,. Higashi (2020) realizou estudos preliminares utilizando a


https://www.frontiersin.org/journals/microbiology/articles/10.3389/fmicb.2020.618415/full#B32
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mesma cepa (CMRP 4490) e obteve antagonismo contra Fusarium solani 145, F.
solani 234 e Fusarium oxysporum f. sp. faseoli 06, onde a taxa de inibigdo se deu
entre 75% (F. solani) - 72% (F. oxysporum f. sp. phaseoli) de inibi¢ao.

Diante do potencial de inibicdo do crescimento de fungos por algumas espécies
de Bacillus ou outros microrganismos, algumas linhagens ja foram selecionadas e

empregadas no desenvolvimento de formulagdes como demonstrado na Tabela 04.

Tabela 4: Biofungicidas comercialmente disponibilizados no Brasil.

NOME
COMERCIAL PRINCIPIO ATIVO PATOGENO CULTURA FABRICANTE
Alternaria, Botrytis, Diversas
Serenade B. subtilis Colletotrichum, culturas Bayer, México
Xanthomonas
Sonata B. pumilus Sphaerotheca, Diversas Bayer
Botrytis culturas
Sclerotinia
Rizoderma TSI T. afroharzianum Sclerotiorum, Macrop Milho, soja, Rizobacter,
homina, Fusarium, Ri trigo, arroz Argentina
zoctonia
B. amyloliquefaciens Rhizoctonia, Soja, café, Agrivalle,
Shocker (2 cepas)e T. Fusarium e algodéo e HF’s Brasil
harzianum Sclerotinia
Rhizoctonia, Feijao, alface e Ballagro,
TRITTER T. harzianum Sclerotinia soja Brasil
Colletotrichum;
agTecmmon B. amyloliquefaciens Corynespora; Todas as Agrivalle,
(2 cepas) Phaeosphaeria; culturas Brasil
Ramularia
Sclerotinia,
Ecotrich WP T. harzianum Rhizoctonia e Todas as Ballagro,
Macrophomina culturas Brasil
Aspergillus flavus e
Atoxigen Bacillus outras espécies de Milho e Bioceres Crop
amyloliquefaciens fungos produtores de amendoim Solutions

aflatoxinas

Fonte: Préprio autor, adaptado ADAPAR.

A maioria dos biofungicidas descritos na Tabela 4, apresentam recomendacgdes
de uso via aplicagcdo em sementes, diferentes etapas de preparo do solo ou em

cultura. Nenhum dos produtos apresentam recomendacgodes eficazes de uso em graos

armazenados.


https://www.agrolink.com.br/problemas/oidio_1545.html
https://www.agrolink.com.br/problemas/mofo-cinzento_1559.html
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METODOLOGIA

4.1 MATERIAL BIOLOGICO

Este estudo utilizou a linhagem de Aspergillus flavus/ oryzae UELZm4.106,
isolada de gréos de milho e identificada por Lima (2023), e nove linhagens de Bacillus
(UELASF1.483, UELAsF2.2, UELAsF4.7, UELAsF5.1, UELAsA3.44, UELAsF2.47,
UELAsF2.79. UELAsF4.66 e UELAsA1.447) isoladas de alho (Batistela, 2022). Todas
as linhagens fazem parte da Colecdo de Microrganismos da Universidade Estadual
de Londrina.

Os graos de milho avaliados no estudo foram obtidos de silos dos estados de

Sao Paulo e Parana destinados a producgao de ragao animal.

4.2 PREPARO DOS GRAOS DE MILHO PELO PROCESSO DE
ENVELHECIMENTO ACELERADO DOS GRAOS

Todos os graos de milho utilizados neste trabalho passaram pelo processo de
envelhecimento acelerado, também conhecido como termoinibicdo. Neste processo,
os graos foram dispostos no fundo de um refratario de vidro e incubados em BOD a
45° C por 72 h.

4.3 ATIVIDADE DE AGUA (Aw)

A atividade de agua dos graos foi aferida com auxilio do equipamento
analisador de atividade de agua para amostras contendo volateis — AqualLab Series
4TEV (Meter Group).

4.4 AVALIACAO DA ACAO ANTAGONICA ENTRE ESPECIES DE Bacillus E
Aspergillus

4.4.1 Avaliagao da agao antagonica por Cultura Pareada

Um total de nove linhagens de Bacillus spp. foram utilizadas, com o preparo do

pré-inoculo realizado em tubos de ensaio contendo 5 mL de meio de cultura liquido
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DYGS (2 g/L glicose, 1,5 g/L peptona, 2 g/L extrato de levedura, 0,5 g/L KH2PO4 .
7H20, 0,5 g/L MgSOs4. 7H20) incubados a 37 °C, 180 rpm por 24 horas. Uma aliquota
de 200 puL do pré inéculo foi adicionada em 5 mL de meio de cultura liquido DYGS
incubados a 37 °C, 180 rpm por 3 horas, para obtengao do inéculo.

O preparo de Aspergillus flavus/ oryzae UELZm4.106 foi conduzido em placa
de Petri contendo meio de cultura Agar Batata Dextrose (Kasvi, Espanha) e incubado
a 28 °C por 5 dias.

A avaliacdo do antagonismo foi conduzida com o in6culo de 50 pyL de cada
linhagem de Bacillus, contendo 10® UFCs/mL, em discos de papel filtro de 15 mm de
didmetro, na regido central da placa de Petri contendo meio Batata Dextrose Agar
(BDA) (Kasvi, Espanha). Asperqillus flavus/ oryzae UELZm4.106 foi inoculado
pontualmente em quadrantes da placa de Petri a 15 mm da borda. As placas
produzidas em quintuplicata experimental, foram incubadas a 28 °C por 5 dias. Como
controle foi utilizado agua destilada nos discos de papel filtro depositados no centro
das placas de Petri.

A ocorréncia de inibicao foi avaliada a partir do didametro médio de crescimento
da colénia Aspergillus flavus/ oryzae UELZm4.106, aferida com o auxilio do
paquimetro e dada em milimetros comparando o diametro médio de crescimento das
colénias controle.

A inibigdo do crescimento de Aspergillus flavus/ oryzae UELZm4.106 foi obtida

conforme a férmula de Edington:
[ = [w] x 100, onde:
CFT

| = porcentagem de inibicdo do crescimento de Aspergillus flavus/ oryzae
UELZm4.106.

CFC= diametro de crescimento de Aspergillus flavus/ oryzae UELZm4.106 em
placas controle;

CFT= didmetro de crescimento de Aspergillus flavus/ oryzae UELZm4.106 em
placas de Petri contendo linhagens de Bacillus.

Os resultados foram analisados por teste de Tukey e analise de variancia
(ANOVA) pelo software RStudio (verséo R i386 4.1.3, RStudio Team, 2022).

4.4.2 Avaliacdo da acdo antagénica por Difusdo em Agar
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O pré-indculo das nove linhagens de Bacillus e a linhagem de Aspergillus
flavus/ oryzae UELZm4.106, foram preparadas conforme descrito no item 4.3.1.

Em meio Batata Dextrose Agar (BDA) foi plaqueado 100 uL de A. flavus/ oryzae
UELZm4.106, correspondente a 10*UFCs/mL. Nestas placas foi construido um poco
central de 9 mm de didametro e inoculado 50 pL da linhagem de Bacillus contendo
10°UFCs/mL. Como controle foi inserido agua destilada no pogo central das placas de
Petri. As placas, em quintuplicata experimental, foram incubadas a 28 °C por 5 dias.

A avaliacdo da inibicdo do crescimento de Aspergillus flavus/ oryzae
UELZm4.106 foi feito por afericao de halo de inibigdo ao redor do pogo central entre
placas contendo as linhagens de Bacillus e placas controle.

A acao antagénica foi avaliada por comparagao do didmetro de crescimento da
colénia de Bacillus ou producdo de halo de inibicdo ao redor do pogo central,

comparado ao controle. A porcentagem de inibicao foi obtida pela férmula:

Tratada
Diametro total da placa

% de inibigdo = ( )X 100%, onde:

Tratada = didmetro de crescimento de Asperqgillus flavus/ oryzae UELZm4.106
em placas de Petri contendo linhagens de Bacillus.

Diametro total da placa = 90mm — como se houvesse inibigdo 100%

Os resultados foram analisados por teste de Tukey e analise de variancia
(ANOVA) pelo software RStudio.

4.4.3 Avaliagao da agao antagdnica entre Bacillus spp. por associagao par a par.

As linhagens de Bacillus que apresentaram inibicdo do crescimento de
Aspergillus flavus/ oryzae UELZm4.106 por Cultura Pareada e Difusdo em Agar foram
avaliadas por duas linhagens de Bacillus simultaneamente (par a par).

A avaliagao foi conduzida com preparo dos indculos de cada linhagens o qual
posteriormente foi feito uma mistura de 150 L de cada linhagem de Bacillus, contendo
10 UFCs/mL de cada linhagem.

Um total de 50 uL do preparo par a par de Bacillus, na concentracao final de
10 UFCs/mL, foi inoculado em discos de papel filtro de 15 mm de didmetro, na regiédo
central da placa de Petri contendo meio Batata Dextrose Agar (BDA). Aspergillus
flavus/ oryzae UELZm4.106 foi inoculado pontualmente em quadrantes da placa de

Petri a 15 mm da borda, e as analises seguiram como descrito no item 4.3.1.
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4.4.4 Avaliagao da agao antagbnica a partir do extrato livre de células

As linhagens de Bacillus que apresentaram atividade inibitoria contra o
crescimento de Aspergillus flavus/ oryzae UELZm4.106 foram preparadas conforme o
item 4.1. (pré-indculo) e foi realizado uma fermentagdo em meio de cultura liquido
DYGS e meio Luria-Bertani (LB) (inserir a composi¢do do meio), incubados a 37 °C,
180 rpm por 3 dias. No final do cultivo, as amostras foram centrifugadas a 4000 rpm
por 10 minutos e o sobrenadante filtrado com auxilio de filtros 0.22um para obtencgao
do extrato livre de células (ELC).

Em seguida, o ECL foi utilizado para avaliagéo contra Aspergillus flavus/ oryzae
UELZm4.106 Um total de 50, 100 e 150 pyL do extrato livre de células de cada
linhagem de Bacillus foi depositado em discos de papel filtro de 15 mm de diametro,
na regido central da placa de Petri contendo meio Batata Dextrose Agar (BDA).
Aspergillus flavus/ oryzae UELZm4.106 foi inoculado pontualmente em quadrantes da
placa de Petri a 15 mm da borda. As placas foram incubadas em triplicata experimental
a 28 °C por 5 dias. A avaliacado das placas foi conduzida conforme descrito no item
4.3.1.

4.4.5 Avaliagao da agao antagonica de Bacillus spp. contra fungos em graos de

milho

As linhagens de Bacillus previamente selecionadas e que apresentaram
inibicdo contra Aspergillus flavus/ oryzae UELZm4.106 foram avaliadas quanto ao
potencial de inibicdo de crescimento de fungos em graos de milho provenientes do
armazenamento em silos.

Os gréaos foram submetidos a trés sistemas de avaliagdo: 1) grdos de milho (20
g) inseridos em frascos Erlenmeyers de 125 mL, 2) placas de Petri contendo papel
filtro com 5 graos de milho por placa e 3) placas de Petri contendo meio DG18
Dichloran Glicerol (glicerol 220 g/L, glicose 10 g/L, peptona 5 g/L, fosfato de potassio
monobasico 1 g/L, sulfato de magnésio heptahidratado 0,5 g/L, dicloran 2 mg/L e agar
15 g/L (Pitt & Hocking, 1997), sem antibiético e contendo 3 graos de milho por placa.

Todos os sistemas foram analisados em triplicata experimental.
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Em seguida, foi preparado quatro controles e dois tratamentos que foram
avaliados utilizando os sistemas descritos.

Os controles consistiram em: 1) graos de milho tratados com calor umido; 2)
graos de milho tratados com calor umido e artificialmente infectado com A. flavus/
oryzae UELZm4.106; 3) graos de milho desinfectados superficialmente; e 4) graos de
milho tratados com calor umido, infectado artificialmente com A. flavus/ oryzae
UELZm4.106 e desinfectados superficialmente.

O preparo dos graos de milho do controle 1, consistiu na submisséo de 20 g de
graos de milho tratados com calor umido, a 121 °C, 1 atm por 15 minutos, seguido de
incubacéao a 28 °C por 5 dias. O controle 2 foi preparado com 20 g de graos de milho
submetidos a calor Umido e em seguida artificialmente infectados com 500 uL de 106
conidios/mL de A. flavus/ oryzae UELZm4.106, e incubado sob as mesmas condi¢des
descritas no controle 1. O preparo do controle 3, consistiu na utilizagao de 20 g de
graos de milho desinfectados superficialmente por imersao em hipoclorito de sodio 0,4
% por 1 minuto, seguido lavagem com agua destilada por 1 minuto e incubacgéo. O
controle 4, consistiu em utilizar 20 g de grédos de milho submetidos ao calor umido,
seguido de infecgdo com 10° conidios/ mL de A. flavus/ oryzae UELZm4.106. Este
controle foi incubado em estufa tipo B.O.D a 28 °C por 3 dias, desinfectados em
seguida, por imersdo em hipoclorito de sddio 0,4 % por 1 minuto e novamente,
incubados. Todos os controles foram preparados em frascos Erlenmeyers (125mL), o
qual foi retirado 3 graos de milho e inseridos em placas de Petri contendo meio DG18
Dichloran Glicerol e 5 graos de milho depositados em placas de Petri contendo papel
filtro. Os sistemas controle foram incubados a 28 °C por 5 dias.

O preparo do tratamento 1, consistiu em utilizar 20 g de gréos de milho tratados
com calor umido e infectados artificialmente com A. flavus/ oryzae UELZm4.106 (500
uL de 108 conidios/mL) e incubados a 28 °C por 3 dias. Em seguida, os grdos de milho
foram desinfectados superficialmente, com hipoclorito de sddio 0,4 % e lavagem com
agua destilada. Os graos deste tratamento foram imersos suspenso de 108 UFC/ mL
da linhagem de Bacillus sp. (UELAsF5.1, UELAsF4.66, UELAsF1.483 ou
UELAsA1.447) preparada em 50 mL de meio de cultura DYGS durante 15 minutos.
Os graos foram secos superficialmente e depositados novamente em frascos
Erlenmeyers (125 mL) e placas de Petri contendo meio DG18 ou papel filtro, e

incubados a 28 °C por 5 dias.
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O tratamento 2 foi preparado utilizando os sistemas de avaliagédo no qual os
graos de milho foram inicialmente desinfectados superficialmente e imersos em
suspensao em 50 mL de meio DYGS contendo 108 UFC/mL de Bacillus sp., durante

15 minutos, seguido de secagem superficial e incubagéao a 28 °C por 5 dias.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 AGAO ANTAGONICA ENTRE ESPECIES DE Bacillus E A. flavus/ oryzae

A partir dos procedimentos propostos foi possivel verificar agdo de inibicdo do
crescimento de A. flavus/ oryzae UELZm4.106 por linhagens de Bacillus, tanto pelo
método de cultura pareada (Anexo A), quanto por difusdo em agar (Anexo B). Os
dados expressos em porcentagem de inibicdo e didmetro de colonia estédo
apresentados nas Tabelas 5 e 6. Dentre as 9 linhagens de Bacillus avaliadas, foi
observado inibigéo significativa do crescimento de A. flavus/ oryzae UELZm4.106 por
quatro linhagens de Bacillus (UELAsF5.1, UELAsF4.66, UELAsF1.483 e
UELASA1.447).

A menor taxa de inibicao foi dada por Bacillus sp. UELAsA1.447, enquanto as
maiores porcentagem de inibicdo de A. flavus/ oryzae UELZm4.106 foi dado por
Bacillus sp. UELAsF5.1 e Bacillus sp. UELAsF4.66 (Tabela 5).

Tabela 5 — Porcentagem de inibicdo do crescimento de A. flavus/ oryzae UELZm4.106 por linhagens
de Bacillus e diametro de crescimento da col6nia de A. flavus/ oryzae UELZm4.106 por cultura

pareada.
Diametro de crescimento da % de inibicdo do crescimento
Bacillus sp. colénia (mm) de de A. flavus/ oryzae
A. flavus/ oryzae UELZm4.106 UELZm4.106

CONTROLE 44,83 + 0,472 0

UELAsF5.1 30,33 + 0,24% 32,34
UELAsF4.66 31,33 £ 0,62 30,11
UELAsF1.483 33,17 £ 0,24% 26
UELAsA1.447 39,00 + 0,41 13

UELAsF2.2 44,70 + 0,502 0
UELAsF2.47 44,88 + 0,362 0
UELAsF2.79 44,80 + 0,402 0

UELAsF4.7 44,74 + 0,522 0
UELAsA3.44 44,78 + 0,502 0

Os dados foram expressos por médias + desvio padrao. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca
significativa (p-valor < 0,05) de acordo com teste de Tukey. (*) indica diferenga significativa em relagéo ao
controle.

O crescimento de A. flavus/ oryzae UELZm4.106 apresentou reducdo média
do diametro em relagdo ao controle, principalmente devido a agdo antagbnica do
Bacillus sp. UELAsF5.1, cuja taxa de inibicdo média foi de 32,34 % (30,33 mm de
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didmetro. Estes dados sao similares aos obtidos por Lima et al. (2014), que avaliaram,
pelo método de cultura pareada, a agdo antagbénica de isolados de Bacillus spp. e
Trichoderma spp. no crescimento de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. Os
autores observaram que todos os isolados de Bacillus apresentaram acgao
antagonica..

Ansary et al. (2018) em seu estudo sobre os efeitos de trés espécies de Bacillus
contra Sclerotinia sclerotiorum, observaram, por cultura pareada, que a cepa BCL-1
inibiu o crescimento radial de Sclerotinia sclerotiorum em 69,1 %, B. amyloliquefaciens
BDR-2 inibiu 66,7 % e B. subtilis BRtL-2 inibiu 54,7 %.

Nayak et al. (2020) descobriram que Bacillus amyloliquefaciens (BC1, BC2), B.
vallismortis (BC5) e B. subtilis (BC6) sdo capazes de inibir o crescimento de
Aspergillus flavus (A2 e A28) in vitro. A maior taxa de inibicdo (92, 3 %) foi dada pelo
BCS5 inibindo o crescimento micelial de A2, seguido pelo BC6 (90 %) e a menor taxa
foi de BC1 (88,6 %). Em relagdo a A28, a maior taxa foi dada por BC5 (87,3 %) e a
menor BC6 (85 %).

Samaras et al. (2021) avaliaram a atividade antagonista in vitro de Bacillus
subtilis MBI 600 contra patdégenos do pepino, Fusarium oxysporum f. sp. radicis-
cucumerinum e Pythium aphanidermatum, pelo método de cultura pareada (também
chamado de cultura dupla) e observou inibigao do crescimento micelial de 26 % e 33
%, respectivamente, na presenca de MBI 600 além da presencga de formagéo de zona
de inibigao.

B. subtilis, B. mycoides e B. thuringiensis foram avaliados contra A.
westerdijkiae, A. ochraceus, A. flavus e A. parasiticus pelo método de cultura dupla
(Hlebova et al.; 2021). B. mycoides apresentou melhor capacidade inibitoria contra A.
ochraceus (82,96 %) e A. westerdijkiae (67,36 %), e a menor inibicado de A. flavus
(3,96 %). Em geral, a maior taxa de inibigao foi dada pelo B. thuringiensis, com inibi¢gao
de 92,43 % (A. flavus) seguida por B. subtilis (inibicdo de 91,54 % A. flavus). Em
relagdo ao B. thuringiensis, ndo houve inibicdo quanto ao A. westerdijkiae e A.
parasiticus.

Wu et al. (2022) avaliaram, por cultura pareada, 10 cepas bacterianas isoladas
do solo da rizosfera de Camellia sinensis em relagéo a inibigdo de A. flavus. Das 10
cepas, apenas duas, identificadas como Bacillus tequilensis (B1) e Bacillus velezensis
(B2) apresentaram efeitos inibitorios significativos com taxa de inibigdo de 34,22 % e

35,72 %, respectivamente.
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Dentre as nove linhagens de Bacillus avaliadas em difusdo em agar (Anexo B)
também houve agao de inibicdo do crescimento de A. flavus/ oryzae UELZm4.106
pelas mesmas quatro linhagens Bacillus (UELAsF5.1, UELAsF4.66, UELAsF1.483 e
UELAsA1.447) selecionadas em cultura pareada. As maiores taxas de inibigdo foram
dadas por Bacillus sp. UELAsF5.1 (25,87 %) e Bacillus sp. UELAsF4.66 (25,11 %)
(Tabela 6). No entanto, a menor taxa de inibicdo foi dado por Bacillus sp.

UELAsF1.483, diferindo quanto aos dados obtidos por Cultura Pareada.

Tabela 6 — Porcentagem de inibi¢ao do crescimento de A. flavus/ oryzae UELZm4.106 e didmetro da
colbénia de linhagens de Bacillus pelo método de difusdo em agar.

% de inibicao do
crescimento de
A. flavus/ oryzae

Diametro de
Bacillus sp. crescimento (mm) de
Bacillus sp.

UELZm4.106

CONTROLE 0 0

UELAsF5.1 23,28 + 0,272 25,87
UELAsF4.66 22,60 + 0,112 25,11
UELAsF1.483 19,93 + 0,62° 22,14
UELAsA1.447 22,51 +0,43° 25
UELAsF1.483 19,93 + 0,62° 22,14

UELAsF2.2 0 0
UELAsF2.47 0 0
UELAsF2.79 0 0

UELAsF4.7 0 0
UELAsA3.44 0 0

Os dados foram expressos por médias + desvio padrao. Letras diferentes na mesma coluna
indicam diferencga significativa (p-valor < 0,05) de acordo com teste de Tukey. (*) indica diferenga
significativa em relagéo ao controle.

. Os tratamentos com Bacillus sp. UELAsF5.1, Bacillus sp. UELAsSF4.66 e
Bacillus sp. UELAsA1.447 nao apresentaram diferenca significativa, apenas o

tratamento com Bacillus sp. UELAsF1.483 apresentou diferenga significativa.

5.2 ACAO ANTAGONICA Entre Bacillus spp. associados contra. A. flavus/ oryzae
UELZm4.106

Foram avaliadas, pelo método de cultura pareada, seis combinacdes de
Bacillus sp., resultantes das quatro linhagens selecionas (UELAsF5.1, UELAsF4.66,
UELAsF1.483 e UELAsA1.447) contra A. flavus/ oryzae UELZm4.106 (Anexo C). A
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Tabela 7 apresenta a porcentagem de inibicao do crescimento obtida por cada par de

Bacillus spp..

Tabela 7 — Porcentagem de inibi¢ao do crescimento de A. flavus/ oryzae UELZm4.106 e didmetro de
crescimento da colbnia de A. flavus/ oryzae UELZm4.106 diante da associac¢ado par a par de Bacillus
spp. por cultura pareada.

% de inibigao do
crescimento de
A. flavus/ oryzae

Diametro de crescimento da

Pares de Bacillus spp. colénia (mm) de A. flavus/ oryzae

UELZm4.106 UELZm4.106

CONTROLE 0 20,55 + 0,322
UELAsF5.1 + UELAsSF4.66 19,27 16,59 + 0,169
UELAsF5.1 + UELAsSF1.483 0 21,30 £ 0,182
UELAsF5.1 + UELAsA1.447 18,34 17,32 £ 0,77¢
UELAsF4.66 + UELAsSF1.483 0 20,31 + 0,58
UELAsF4.66 + UELAsA1.447 6,37 19,24 £ 0,12
UELAsF1.483 + UELAsA1.447 0 20,26 + 0,272

Os dados foram expressos por médias + desvio padréo. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga
significativa (p-valor < 0,05) de acordo com teste de Tukey. (*) indica diferenga significativa em relagéo ao
controle.

As quatro linhagens previamente selecionadas, quando avaliadas em pares,
apresentaram menor porcentagem de inibicdo do crescimento de A. flavus/ oryzae
UELZm4.106 quando comparadas com os resultados obtidos ao utilizar linhagens
individuais (Item 5.1, Tabela 5). Das seis combinagdes, apenas trés combinacdes
apresentaram diferenga significativa, onde a porcentagem de inibigéo variou de 6,37
% a 19,27 %. Os pares Bacillus spp. UELAsF5.1 + UELAsSF4.66 (19,27 %), Bacillus
spp. UELAsF5.1 + UELAsA1.447 (18,34 %) e Bacillus spp. UELAsF4.66 +
UELAsA1.447 (6,37 %) apresentaram taxa significativa de inibigdo do crescimento de
A. flavus/ oryzae UELZm4.106.

Em relacdo aos resultados obtidos das linhagens de Bacillus quando avaliadas
individualmente, a porcentagem de inibicdo maxima foi de 32,34 % (Bacillus sp.
UELAsF5.1) enquanto a maior taxa de inibicdo de crescimento na associagao de
linhagens em pares foi de 19,27 % (Bacillus spp. UELAsF5.1 + UELASF4.66). Essas
duas linhagens de Bacillus (Bacillus sp. UELAsF5.1 e Bacillus sp. UELAsF4.66)
também apresentaram as maiores porcentagens de inibicdo quando avaliadas
individualmente.

Os microrganismos que habitam comunidades estao continuamente envolvidos

em interagdes e competigdes dinamicas por recursos limitados, tais como nutrientes
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e espaco, fatores cruciais que, em ultima instancia, desempenham papéis
determinantes na evolugéo e no sucesso de uma comunidade (Granato et al., 2019).
Consequentemente, o entendimento dos mecanismos pelos quais as espécies
bacterianas interagem, comunicam-se e evoluem, visando a coexisténcia ou a

superagao de competidores, (Niehaus et al., 2019).

5.3 ACAO ANTAGONICA DO EXTRATO LIVRE DE CELULAS

Considerando que os microrganismos como os Bacillus podem produzir alguns
compostos antifungicos, a cultura livre de células (ou extrato livre de células) obtida
do cultivo em meio DYGS e LB foram utilizadas para avaliar a agado antagdnica contra
A. flavus/ oryzae UELZm4.106 por cultura pareada.

Os resultados obtidos demonstraram que mesmo em diferentes volumes (50
ML, 100 uL e 150 pL) do extrato livre de células (ELC) sobre as linhagens de Bacillus
previamente selecionadas (Anexo E), ndo apresentaram inibicdo do crescimento de
A. flavus/ oryzae UELZm4.106.

Gordillo et al. (2009) destacaram que a composi¢cao do meio de cultura e as
condi¢cbes de cultivo (pH e temperatura) de Bacillus sp. sao fatores importantes a
serem considerados para a producdo de metabdlitos com acdo antifungica,
principalmente a adicdo de aminoacidos. Nos resultados apresentados pelos
pesquisadores, as maiores taxas de inibicdo de crescimento fungico ocorreram na
presenca de glicose (2 %).

Li et al. (2016) avaliaram, in vitro, a atividade antifungica da suspenséo celular
e do sobrenadante livre de células de Bacillus amyloliquefaciens isolado SYBC H47 e
concluiram que em ambos 0s ensaios a atividade antifungica foi significativa contra
Botryosphaeria dothidea, Aspergillus niger, Mucor racemosus, Fusarium
oxysporum, Penicillium citrinum e Candida albicans. Os resultados obtidos pela
suspensao celular (22 — 30% de inibicdo) foram superiores 2 a 6 %, aos do
sobrenadante livre de células (20 — 24% inibi¢ao).

Jiang et al. (2020) demonstraram que a iturina A é o principal metabdlito
secundario produzido por B. subtilis com agao de inibicao de Aspergillus carbonarius.
Pelo método de diluicdo em caldo os autores concluiram que a extensdo do micélio

de A. carbonarius foi significativamente inibida pela iturina A, com destaque para a
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concentragcao de 10ug/ mL de iturina A., onde o peso seco do micélio de A. carbonarius
foi <5 mg, enquanto no controle era >40 mg.

Li et al. (2022) afirmaram que os lipopeptideos (LPs) produzidos por cepas de
Bacillus tém efeito antifungico. A cepa E2 (Bacillus spp.), antagonista contra A. flavus,
foi identificada como Bacillus velezensis e a concentragao inibitéria minima (CIM) de
LPs avaliada. Apds fermentagao em meio LB, os LPs brutos foram coletados e depois
extraidos com metanol e posteriormente filtrados, o metanol foi removido por vacuo. A
substancia extraida foi dissolvida em agua destilada estéril e neutralizada. Apds o pré-
congelamento, foi liofilizado e se obteve um po sdélido castanho claro, os LPs. O efeito
inibitério dos LPs sobre A. flavus se mostrou dependente da sua concentracdo, ou
seja, quanto maior a concentragdo de LPs, maior a inibigdo de A. flavus. No estudo
apresentado, foi possivel concluir que a melhor concentragéo de LPs foi de 15 mg/
mL, porém, ndo houve diferencga significativa no efeito inibitério a 10 mg/ mL e 15 mg/
mL (p < 0,05). Além disso, foi comparado o didmetro da zona de inibicdo, pela
concentracédo de 15 mg/ mL LPs o didmetro atingindo 2,5 mg/ mL enquanto o didmetro
de inibicdo produzido pela suspensao da cepa E2 foi inferior, isto mostrou que o efeito
antifungico dos LPs, em alta concentracao, foi melhor do que o das bactérias.

Qi et al. (2023) também avaliaram a atividade antifungica de Bacillus sp. (B.
amyloliquefaciens KRS005) e destacam a necessidade de otimizacdo do meio de
cultivo a ser utilizado na fermentagao para a obtencédo do ELC, para melhor atividade
antifungica.

HarCarova, et al. (2021) avaliaram 5 linhagens de Lactobacilus sp.e 2 linhagens
de Bacillus sp. contra 2 linhagens de Fusarium graminearum. O ELC de Bacillus

subtilis e Bacillus licheniformis ndo apresentaram atividade de inibicdo de Fusarium.

5.4 ACAO ANTAGONICA DE Bacillus sp. EM GRAOS DE MILHO

Estudos anteriores também destacaram a atividade antifungica de cepas
Bacillus spp., como B. subtilis, evidenciando sua eficacia contra fungos patogénicos
associados as doengas que afetam a cultura e os graos de milho (Kupper et al., 2003;
Angonese et al., 2009).

Nas avaliagdes da agao antagonica de Bacillus spp. previamente selecionados
contra A. flavus/ oryzae utilizando graos de milho provenientes de armazenamento em

silos e artificialmente infectado com A. flavus/ oryzae UELZm4.106, foi possivel
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verificar inibicdo do crescimento de A. flavus/ oryzae UELZm4.106 apenas por Bacillus
sp. UELAsF5.1 (Tabela 8). A auséncia de diferenga significativa nos demais
tratamentos, em relagdo ao controle, foi provavelmente, devido ao excesso de

conidios introduzidos.

Tabela 8 — Porcentagem de inibicdo do crescimento de A. flavus/ oryzae UELZm4.106 e contagem do
numero de conidios de A. flavus/ oryzae UELZm4.106 (inoculado artificialmente) apds tratamento
com linhagens de Bacillus.

Contagem de conidios de % de inibigao do
Bacillus sp. A. flavus/ oryzae crescimento de A. flavus/
UELZm4.106 oryzae UELZm4.106
Controle 3,15 x 10% + 5,00 x 1032 0

UELAsF4.66 3,09 x 10° + 1,00 x 10*a 0,95
UELAsA1.447 3,12 x 10® + 3,00 x 10*2 1,9
UELAsF1.483 3,09 x 10 + 5,00 x 1032 1,9

UELAsF5.1 2,86 X 10° + 6,50 x 10*"’ 8,25

Os dados foram expressos por médias + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna indicam
diferencga significativa (p-valor < 0,05) de acordo com teste de Tukey. (*) indica diferencga significativa
em relagao ao controle.

A maior taxa de inibicdo foi dada por Bacillus sp. UELAsF5.1 (8,25 %). As
demais porcentagens de inibicdo do crescimento variaram de 0,95 % a 1,9 % e néo
foram significativas em relagao ao controle.

Ja nas avaliagbes da acdo antagbnica de Bacillus sp. previamente
selecionados contra A. flavus/ oryzae utilizando grédos de milho provenientes de
armazenamento em silos, naturalmente infectados com fungos (Tratamento 2), foi
possivel verificar acdo de inibicdo do crescimento de fungos por todas as linhagens

avaliadas (Tabela 9) em relagao ao controle.
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Tabela 9 - Porcentagem de inibigcdo do crescimento de fungos e contagem do numero de conidios

ap6s tratamento com linhagens de Bacillus.

% de
inibicao do
Baci Contagem de conidios crescimento
acillus sp. ~ .
em graos de milho de fungos
em graos de
milho
CONTROLE 1,80 x 10° + 3,50 x 10%*a 0
UELAsF1.483 3,40 X 105 + 1,00 x 10*b* 81,1
UELAsSA1.447 3,35 X 105 + 1,50 x 10" 81,4
UELASsF5.1 2,55 x 10> + 3,50 x 10*>" 85,83
UELAsF4.66 2,00 x 10° 43,00 x 10*" 88,89

Os dados foram expressos por médias + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna
indicam diferenca significativa (p-valor < 0,05) de acordo com teste de Tukey. (*) indica diferenca
significativa em relagé&o ao controle.

A maior porcentagem de inibigdo do crescimento foi dada por Bacillus sp.
UELAsF4.66 (88,89 %), enquanto que, a menor porcentagem de inibicdo do
crescimento (81,1%) foi dada na presenca de Bacillus sp. UELAsF1.483,

O valor da atividade de agua (Aw) é um fator critico para o desenvolvimento de
fungos em graos de milho armazenados. As condicbes de armazenamento cuja Aw
> 0,7 e o longo tempo de armazenamento (3 — 9 meses) resultam frequentemente em
perdas de qualidade do milho (Taher et al., 2019).

Os graos de milho utilizados neste estudo apresentaram Aw inicial de 0,67,
considerado moderadamente favoravel ao desenvolvimento de fungos em graos de
milho armazenados. Isso ocorre porque a maioria dos fungos associados aos graos
de milho, como Aspergillus, Penicillium e Fusarium, pode produzir micotoxinas em
condi¢cdes de Aw relativamente baixas, embora o crescimento seja mais lento do que
em valores mais elevados.

Aw abaixo de 0,6 € considerado seguro para o armazenamento de graos de
milho, apds o processo de envelhecimento dos grdos de milho os graos atingiram
AwO0,59.

Outros fatores como temperatura e umidade relativa, também devem ser
considerados em conjunto com a atividade de agua para garantir condicdes
adequadas de armazenamento e evitar a contaminagao por fungos.

Observando as placas de Petri contendo papel filtro (Anexo F) e meio DG18

Dichloran Glicerol, sem antibiético (Anexo G), podemos afirmar que os graos estavam
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naturalmente infectados e os fungo foram controlados nas condigbes em que as
linhagens de Bacillus foram utilizadas.

Em estudo in vitro apresentado por Einloft et al. (2021), os autores aos
avaliarem trés Bacillus spp. em relagdo ao controle do crescimento de A. flavus,
observaram que todas as linhagens reduziram significativamente o crescimento
micelial do fungo. Bacillus safensis RF69 foi responsavel pela menor taxa de inibigao
(73,2 %), enquanto que, a maior taxa foi dada Bacillus sp. RP242 (78,2 %), seguido
por Bacillus sp. RP103 (76,8 %). Ja nos gréos de milho, a maior redugéo de A. flavus
foi obtida com Bacillus sp. RP103 (89,7 %), seguido por Bacillus sp. RP242 (56,4 %)
e Bacillus safensis RF69 (44,5 %).

. A variagao nas taxas de inibicdo do crescimento entre as distintas linhagens
de Bacillus demonstra que cada linhagem apresenta um background genético distinto,
apresentando respostas especificas,

O género Bacillus tem desempenhado um papel significativo na

agricultura moderna como agente biologico.(Liu et al., 2023).
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CONSIDERAGOES FINAIS

Diante dos resultados obtidos, das nove linhagens de Bacillus, quatro - Bacillus
sp. UELAsF5.1, Bacillus sp. UELAsF4.66, Bacillus sp. UELAsF1.483 e Bacillus sp.
UELAsA1.447 - demonstraram capacidade de inibicdo contra A. flavus/ oryzae
UELZm4.106. Torna-se evidente que essas linhagens de Bacillus podem
desempenhar um papel fundamental no controle de fungos em grédos de milho
armazenados.

A inibicdo observada por essas linhagens sugere uma possivel aplicagado
pratica na reduc¢ao do desenvolvimento de A. flavus/ oryzae e outros fungos presentes
no armazenamento dos graos de milho.

Essa estratégia n&o apenas visa preservar a qualidade dos graos, mas também
contribui para a reducdo de perdas econOmicas significativas associadas a
contaminagao fungica. Consequentemente, esses resultados abrem caminho para
futuras pesquisas e aplicagbes praticas visando a seguranga alimentar e a

sustentabilidade na produg¢ao de milho.
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ANEXO A

Selecdo das linhagens de Bacillus potencialmente inibidoras do

desenvolvimento de A. flavus/ oryzae UELZm4.106 por cultura pareada. (A) Controle;
(B) Bacillus sp. UELAsF1.483; (C) Bacillus sp. UELAsF4.66; (D) Bacillus sp.
UELAsA1.447; (E) Bacillus sp. UELAsF2.2; (F) Bacillus sp. UELAsF2.47; (G) Bacillus
sp. UELAsF2.79; (H) Bacillus sp. UELAsF4.7; (1) Bacillus sp. UELAsF5.1; (J) Bacillus
sp. UELAsA3.44. *Inibigao significativa de A. flavus/ oryzae UELZm4.106 por Bacillus

spp.
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ANEXO B

Selecdo das linhagens de Bacillus potencialmente inibidoras do

desenvolvimento de A. flavus/ oryzae UELZm4.106 por difusdo em agar. (A) Controle;
(B) Bacillus sp. UELAsF1.483; (C) Bacillus sp. UELAsF4.66; (D) Bacillus sp.
UELAsA1.447; (E) Bacillus sp. UELAsF2.2; (F) Bacillus sp. UELAsF2.47; (G) Bacillus
sp. UELAsF2.79; (H) Bacillus sp. UELAsF4.7; (1) Bacillus sp. UELAsF5.1; (J) Bacillus
sp. UELAsA3.44. *Inibigao significativa de A. flavus/ oryzae UELZm4.106 por Bacillus

Spp.
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ANEXO C

Selecao das linhagens de Bacillus por associagdo em pares contra A. flavus/
oryzae UELZm4.106 por cultura pareada. (A) Controle; (B) Bacillus sp. UELAsSF5.1 +
Bacillus sp. UELAsF4.66; (C) Bacillus sp. UELAsF5.1 + Bacillus sp. UELAsF1.483; (D)
Bacillus sp. UELAsF5.1 + Bacillus sp. UELAsA1.447; (E) Bacillus sp. UELAsF4.66 +
Bacillus sp. UELAsF1.483; (F) Bacillus sp. UELAsF4.66 + Bacillus sp. UELAsA1.447;
(G) Bacillus sp. UELAsF1.483 + Bacillus sp. UELAsA1.447. *Inibicao significativa de
A. flavus/ oryzae UELZm4.106 por Bacillus spp.
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ANEXO D

Selegao dos extratos livres de células preparados em meio DYGS. (A) Controle,
(B) 50 pL de ELC da fermentagao por Bacillus sp. UELAsF4.66, (C) 100 yL de ELC
da fermentagéo por Bacillus sp. UELAsF4.66, (D) 150 puL de ELC da fermentagao por
Bacillus sp. UELAsF4.66, (E) 50 pyL de ELC da fermentagdo por Bacillus sp.
UELAsA1.447, (F) 100 uL de ELC da fermentagao por Bacillus sp. UELAsA1.447, (G)
150 pL de ELC da fermentagéao por Bacillus sp. UELAsA1.447, (H) 50 uL de ELC da
fermentacdo por Bacillus sp. UELAsF5.1, (I) 100 uyL de ELC da fermentagédo por
Bacillus sp. UELAsF5.1, (J) 150 pL de ELC da fermentacdo por Bacillus sp.
UELASsF5.1, (K) 50 uL de ELC da fermentagao por Bacillus sp. UELAsF1.483, (L) 100
ML de ELC da fermentagdo por Bacillus sp. UELAsF1.483, (M) 150 pyL de ELC da
fermentacao por Bacillus sp. UELAsF1.483.
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ANEXO E

Selegcao dos extratos livres de células preparados em meio LB. (A) Controle,
(B) 50 pL de ELC da fermentagao por Bacillus sp. UELAsF4.66, (C) 100 yL de ELC
da fermentagéo por Bacillus sp. UELAsF4.66, (D) 150 puL de ELC da fermentagao por
Bacillus sp. UELAsF4.66, (E) 50 pyL de ELC da fermentagdo por Bacillus sp.
UELAsA1.447, (F) 100 uL de ELC da fermentagao por Bacillus sp. UELAsA1.447, (G)
150 pL de ELC da fermentagéao por Bacillus sp. UELAsA1.447, (H) 50 uL de ELC da
fermentacdo por Bacillus sp. UELAsF5.1, (I) 100 uyL de ELC da fermentagédo por
Bacillus sp. UELAsF5.1, (J) 150 pL de ELC da fermentagdo por Bacillus sp.
UELASsF5.1, (K) 50 uL de ELC da fermentagao por Bacillus sp. UELAsF1.483, (L) 100
ML de ELC da fermentagdo por Bacillus sp. UELAsF1.483, (M) 150 yL de ELC da
fermentacao por Bacillus sp. UELAsF1.483.
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ANEXO F

Graos de milho tratados com linhagens de Bacillus em placas de Petri contendo
papel filtro. (A) Controle 1; (B) Controle 2; (C) Controle 3; (D) Controle 4; (E)
Tratamento 1 com Bacillus sp. UELAsF1.483, (F) Tratamento 1 com Bacillus sp.
UELAsA1.447, (G) Tratamento 1 com Bacillus sp. UELAsF4.66, (H) Tratamento 1 com
Bacillus sp. UELAsF5.1, (I) Tratamento 2 com Bacillus sp. UELAsF1.483, (J)
Tratamento 2 com Bacillus sp. UELAsA1.447 (K) Tratamento 2 com Bacillus sp.
UELASF4.66 (L) Tratamento 2 com Bacillus sp. UELAsF5.1.
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ANEXO G

Graos de milho tratados com linhagens de Bacillus em placas de Petri contendo
meio DG18 sem antibidtico. (A) Controle 1; (B) Controle 2; (C) Controle 3; (D) Controle
4; (E) Tratamento 1 com Bacillus sp. UELAsF1.483, (F) Tratamento 1 com Bacillus sp.
UELAsA1.447, (G) Tratamento 1 com Bacillus sp. UELAsF4.66, (H) Tratamento 1 com
Bacillus sp. UELAsF5.1, (I) Tratamento 2 com Bacillus sp. UELAsF1.483, (J)
Tratamento 2 com Bacillus sp. UELAsA1.447 (K) Tratamento 2 com Bacillus sp.
UELAsF4.66 (L) Tratamento 2 com Bacillus sp. UELAsF5.1.




