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Introducio

O uso de agrotoxicos € uma pratica amplamente disseminada no controle de doengas
fingicas. Embora esses produtos sejam eficazes, seu uso intensivo pode causar impactos a
saude humana e ao meio ambiente. Por essa razao, a adog¢ao de praticas mais sustentaveis para
o manejo de fungos tem recebido crescente atengdo (Ong-Artborirak ef al., 2022; Mora et al.,
2022). Entre as alternativas estdo os métodos de controle bioldgico, baseados no uso de
organismos antagonistas para reduzir a incidéncia ou a severidade de doengas.

As bactérias do género Bacillus spp. se destacam como um método de biocontrole para
fungos, devido suas propriedades antagonistas, sdo encontradas principalmente no solo, e
podem estabelecer uma relacdo simbiose com planta (Torres ef al., 2016; Wu et al., 2021;
Zhang et al., 2022). Devido seu papel crucial, produtos comerciais a base de Bacillus spp.
estdo disponiveis no mercado para o controle fungico, além de ser uma forma segura e
aprovada por agéncias reguladoras nacionais e internacionais (Saxena et al., 2019). A a¢do
antagonista dessas bactérias acontece por diferente mecanismos, tais como: competindo pelo
espaco e nutrientes (carboidratos, compostos nitrogenados, Fe, Zn, Cu, entre outros),
parasitismo e producdo de metabolitos secundarios (Wu et al., 2021; Khadiri et al., 2023;
Nanjinil et al., 2022).

Apesar dos resultados promissores, o uso desses microrganismos no campo ainda ¢
desafiadora. A exposicao a radiacdo ultravioleta e as variagdes de temperatura e umidade
podem reduzir a sobrevivéncia e a atividade metabolica das células. A encapsulacdo em
matrizes biopoliméricas pode contribuir para a prote¢do do microrganismo, a manutencao de
sua viabilidade e a obtengdo de formulagdes mais adequadas a aplicacdo agricola (Campos et

al., 2023).

O alginato de sddio ¢ um polissacarideo obtido de algas marrons e capaz de formar
géis por reticulacdo idnica com calcio (Colin et al., 2024). Embora seja amplamente utilizado
na imobilizagdo microbiana, sua elevada porosidade pode favorecer a difusao precoce de
células e metabolitos. A mucilagem de quiabo (4belmoschus esculentus) ¢ um biopolimero
com elevada hidrofilicidade, viscosidade e capacidade de retencao de agua. Sua incorporacao
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a sistemas de alginato pode modificar a estrutura da matriz e ampliar a protecao conferida ao
microrganismo (Dantas ef al., 2021).

Neste contexto, este estudo teve como objetivo encapsular a cepa P1 de B. velezensis
em uma matriz de alginato de sddio e mucilagem de quiabo e avaliar o impacto da
encapsulacdo na sua atividade antifiingica contra sete fungos fitopatogénicos.

Material e Métodos

Neste estudo, foi utilizada a cepa B. velezensis P1, isolada do trato intestinal do peixe
Potamorhina latior, proveniente da regido Amazodnica, Brasil (3°06'S, 60°01'W). A cepa P1
foi cultivada em caldo infusdo cérebro-coragdo (BHI) a 37 °C por 24 h. Trinta mililitros do
cultivo foram transferidos para tubos Falcon e centrifugados por 15 min a 4 °C e 10.000 rpm.
A suspensao celular foi ajustada para 10° UFC mL™.

Os isolados flungicos B. cinerea B2PL11H, C. acutatum 44-17, A. carbonarius
ITAL293, A. niger UD22, A. flavus M19, A. westerdijkiae SM22, e P. expansum LTQAO1
utilizados neste estudo sdo da cole¢do do Laboratorio de Toxicologia e Qualidade de
Alimentos do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (ICTA) da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (UFRGS). Os cultivos fingicos foram feitos da seguinte maneira: em
agar batata-dextrose (BDA) por 7 dias a 25 °C, exceto para B. cinerea, que foi 14 dias a 20°C.

Para a encapsulagdo da cepa P1 (Figura 1), a suspensdo celular contendo 10° UFC
mL™" foi homogeneizada em Ultra-Turrax (Ultra-Turrax® T25 Digital, elemento dispersor
S25N-25@G, IKA, Staufen, Alemanha) com alginato de so6dio a 2% (m/v) e mucilagem de
quiabo. A mistura foi extrudada em solucdo de cloreto de calcio a 0,1 mol L™, utilizada como
agente de reticulacdo para a formacao das capsulas contendo B. velezensis P1, denominadas
BVPI.

Figura 1. Esquema de encapsulacdo das cepa P1 de B. velezenzis em alginato de sddio
e mucilagem de quiabo.
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A condugdo dos ensaios para a avaliagdo do potencial de inibi¢do do crescimento
micelial da cepa P1 se deu da seguinte maneira: 200 pL das microcapsulas BVP1 e cepa P1
ndo encapsulada foram espalhadas em uma placa de petri contendo agar BHI (base 1). A
partir de um cultivo fingico previamente cultivado um disco fungico (5 mm) foi
assepticamente recortado e posicionado em uma placa de petri contendo dgar BDA (base 2).
As placas foram seladas com parafilme e incubadas por 5 dias a 25°C, exceto para B. cinerea,
que foi 14 dias a 20°C.

A conducdo dos ensaios para a avaliagdo do potencial de inibicdo germinagdo de
esporos da cepa P1 se deu da seguinte maneira: 200 pL das microcapsulas BVPI1 e cepa P1
ndo encapsulada foram espalhadas em uma placa de petri contendo agar BHI (base 1). A
partir de um cultivo fingico previamente cultivado uma suspensdo de esporos (1x10°
conidios/mL) foi preparada, 1ml da suspensdo de esporos foi inoculada em uma placa de petri
contendo agar agua (15 g/L de agar) (base 2). As placas foram seladas com parafilme e
incubadas por 24 horas a 25°C, exceto para B. cinerea, que foi 24 horas a 20°C. Apds foi
realizada a leitura em microscopio para verificar a germinagao dos conidios e 0 comprimento
do tubo germinativo dos fungos.

A eficiéncia de encapsulamento (EE) foi determinada através da contagem das células
vidveis antes e apoOs a encapsulacao utilizando o método de plaqueamento conforme descrito
por Zhang et al. (2023), com algumas modifica¢des: a solugdo da cepa P1 foi submetida a
dilui¢des seriadas com plaqueamento em agar BHI e incubadas a 37 °C por 24 h. Onde o
nimero de células bacterianas viaveis na suspensao pré-encapsulamento (No) e o numero de
células vidveis nao encapsuladas recuperadas da solugdo de cloreto de célcio (Ni). Para
determinar a EE foi aplicado a seguinte equacao: EE (%) = [(N, - N;) / Ny] x 100.

Os experimentos foram realizados em triplicatas bioldgicas independentes e os dados
foram avaliados pelo teste t de Student (p < 0,05).

Resultados e Discussao

A atividade antagonista das cepa P1 se manteve apos a encapsulacdo em alginato de
sodio e mucilagem de quiabo. A supressdo do crescimento micelial (Figura 2A) dos fungos
avaliados variou entre 80 e 100%. Em destaque para B. cinerea que obteve seu do
crescimento micelial totalmente inibido. Para os fungos C. acutatum, P. expansum e A.
westerdijkiae o potencial de inibicdo de crescimento micelial se manteve para as duas formas.
Em comparagdo a cepa P1 nao encapsulada houve um sutil declinio no potencial de inibi¢ao
de crescimento micelial em A. flavus , A. niger e A. carbonarius, esses resultados evidenciam
as caracteristicas estruturais desses fungos e a presenca da matriz encapsulante que retarda o
potencial inibitério. J4 para B. cinerea podemos observar um aumento no potencial de
inibicdo do crescimento micelial, o que pode estar relacionado com as caracteristicas
fingicas, visto que seu crescimento se dd de forma mais lenta e prolonga o contato com
compostos antagonista da cepa P1 encapsulada o que corrobora com achados em outros
estudos (Angelis et al., 2022).

O potencial de inibicao da germinagao de esporos (Figura 2B) obteve niveis entre 90
a 100% e niveis entre 86 a 93% para a cepa Pl nao encapsulada e a encapsulada,
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respectivamente. Esses resultados demonstram a capacidade antagonista da cepa P1, que
mesmo apos a encapsulacdo manteve niveis aceitaveis de antagonismo. Niveis similares
foram obtidos para A. carbonarius (94% para ndo encapsulado e 92% para encapsulado), A4.
niger (94% para ndo encapsulado e 93% para encapsulado) e C. acutatum (93% para nao
encapsulado e 91% para encapsulado), salientando o potencial da microencapsulacao da cepa
Pl em uma matriz biopolimérica como uso como agente de biocontrole. Para os demais
fungos todos os resultados obtidos foram superiores a 86% para inibi¢do da germinagdo de
esporos, resultados positivos que evidenciam as células de B. velezensis cepa P1 permanece
com sua atividade antagonista mesmo apds encapsulada em alginato de sddio e mucilagem de
quiabo.

Figura 2. Avaliagdo do potencial inibicdo do crescimento micelial (A) e germinacdo de
esporos (B) de A. carbonarius, A. niger, A. flavus, A. westerdijkiae, P. expansum, C. acutatum
e B. cinerea causados pela cepa P1 de B. velezensis encapsulado e ndo encapsulado. Os
resultados foram avaliados pelo teste t de Student e um asterisco (*) foi utilizado para indicar
a diferenca significativa (p < 0,05).
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A eficiéncia de encapsulagdo foi de 90,1% o que refor¢a que a matriz de alginato ¢
eficaz no aprisionamento da cepa P1 de B. velezensis. O encapsulamentos com matrizes a
base de alginato combinado com polissacarideos tem sido evidéncias em diferentes estudos,
demonstrando a capacidade de polimeros combinados de imobilizar células microbiana em
uma estrutura polimérica tridimensional (Pour et al., 2022; Lotfipour et al., 2012; Haghshenas
et al., 2015). Pour et al. (2022) obtiveram eficiéncia de 94,3% utilizando alginato, proteina do
soro do leite e goma de zedo para encapsular B. velezensis.

No estudo de Zabot et al. (2022) destaca-se que a encapsulacdo de agentes de
biocontrole pode restringir a liberagdo de compostos bioativos e reduzir a capacidade
antagonista. Por outro lado, a capacidade de liberacdo lenta pode promover maior interagao
entre 0s compostos antagonistas e os patdgenos e ativacdo de rotas ainda desconhecidas.
Portanto a encapsulagdo de microrganismos se torna uma alternativa para protecao contra
condigdes adversas ambientais ¢ aumento da viabilidade celular.

Conclusoes

A cepa B. velezensis P1 apresentou elevada capacidade de inibir o crescimento
micelial e a germinacdo de conidios dos sete fungos fitopatogénicos avaliados, tanto na forma
ndo encapsulada quanto apds a encapsulagdo em alginato de s6dio e mucilagem de quiabo. A
matriz biopolimérica preservou a atividade antagonista da cepa P1l, embora tenham sido
observadas pequenas variagdes conforme o fungo-alvo.

Os resultados demonstram que a combinacdo de alginato de s6dio e mucilagem de
quiabo constitui uma matriz promissora para a encapsulagao e veiculacao de B. velezensis P1
como agente de biocontrole. Entretanto, a confirma¢ao de sua capacidade protetora e de sua
aplicabilidade agricola requer a avaliacdo da viabilidade celular durante o armazenamento e
apods a exposicao a estresses ambientais, além de ensaios in situ em plantas ou frutos.
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