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RESUMO 

 

O controle de doenças de plantas no Brasil é realizado fundamentalmente com 

defensivos agrícolas de origem química sintética, o que pode causar danos ambientais 

e favorecer a seleção de populações resistentes de fitopatógenos. Neste cenário o 

controle biológico torna-se uma alternativa promissora. O objetivo do estudo foi 

identificar e avaliar o potencial da cepa de Bacillus velezensis. LABIM22 como agente 

de biocontrole de doenças de plantas in silico: através da análise do genoma, in vitro: 

com testes de antibiose e investigação do seu potencial como promotor de 

crescimento e in vivo: avaliando o controle de mofo branco em sementes de soja. Os 

metabólitos com atividade antifúngica (preditos usando o software AntiSmash) foram 

fengicina, bacilibactina e surfactina. Nos testes de cultura dupla direta foram utilizados 

os fungos fitopatogênicos Sclerotinia sclerotiorum, Macrophomina phaseolina, 

Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea, Fusarium solani e Fusarium oxysporum f. sp. 

phaseoli como desafiadores. A cepa LABIM22 inibiu o crescimento micelial de todos 

os patógenos confrontados. O maior controle foi contra F. solani 145 com 75% de 

inibição e o menor contra S. sclerotiorum com 59%. A produção de metabólitos em 

meio líquido revelou que o meio formulado (MF- pedido em processo de patente) foi o 

mais eficiente para síntese de moléculas antifúngicas. Estes metabólitos foram 

estáveis em temperaturas de 70 °C, 100 °C e 121 °C; faixas de luz de 254 nm, 365 

nm e luz branca e pH entre 3 e 11. Para avaliar a capacidade de promoção de 

crescimento de plantas da cepa LABIM22 foram testadas: a habilidade de 

solubilização de fosfato, a qual não apresentou atividade em meio GL (glicose, extrato 

de levedura, ágar) sólido, a produção de ácido indol acético, obtendo baixo índice de 

produção; e a produção de biosurfactante em meio ágar sangue onde verificou-se halo 

de hemólise de 20 mm. A concentração de 500 ug/mL de metabólitos inibiu 100% o 

crescimento micelial de S. sclerotiorum, enquanto para F. oxysporum a maior 

concentração estudada (1000 ug/mL ) inibiu apenas 51% do crescimento micelial. Os 

metabólitos da LABIM22 reduziram significativamente a formação de apotécios de S. 



 

sclerotiorum, não havendo diferença estatística com o fungicida químico utilizado 

(boscalida + dimosxistrobina). O potencial de controle do mofo branco foi avaliado em 

sementes de soja inoculadas com S. sclerotiorum. O tratamento com pó molhável a 

base de LABIM22 apresentou 93,5% de germinação das sementes e 94% de 

sementes sadias na dose de 300 g/100 kg de sementes, resultados estatisticamente 

iguais aos obtidos com fungicidas químicos recomendados para o controle de mofo 

branco (tiofanato metílico+fluazinam e boscalida+dimoxistrobina). Conclui-se que a 

cepa de B. velezensis LABIM22 tem potencial biotecnológico pois possui genes que 

codificam biomoléculas antifúngicas estáveis em amplas faixas de pH, temperatura e 

comprimento de onda; apresenta antagonismo frente aos fungos S. sclerotiorum, M. 

phaseolina, R. solani, B. cinerea, F. solani e F. oxysporum f. sp. phaseoli além de inibir 

a formação de apotécios a partir de escleródios de S. sclerotiorum e controlar 

eficientemente a incidência de mofo branco em sementes de soja. Seu potencial como 

agente promotor de crescimento vegetal ainda necessita de estudos mais 

aprofundados. 
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ABSTRACT 

 

 

The control of plant diseases in Brazil is carried out mainly with pesticides of synthetic 

chemical origin, which can cause environmental damage and favor the selection of 

resistant populations of plant pathogens. In this scenario, biological control becomes 

a promising alternative. The aim of the study was to identify and evaluate the potential 

of the Bacillus velezensis strain LABIM22 as a biocontrol agent for plant diseases in 

three ways: in silico through genome analysis, in vitro by antibiosis tests and 

investigation of its potential as plant growth promoter, and in vivo: evaluating the 

control of white mold in soybean seeds. The metabolites with antifungal activity 

(predicted using the AntiSmash software) were fengicin, bacillibactin and surfactin. For 

dual culture test against fungal pathogens were used Sclerotinia sclerotiorum, 

Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea, Fusarium solani and 

Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli as challengers. LABIM22 strain reduced micelial 

growth of all fungal pathogens. The highest control was against F. solani 145 with 75% 

inhibition and the lowest against S. sclerotiorum with 59%. The production of 

metabolites in liquid medium revealed that the formulated medium (MF- patent in 

process) was the most efficient for the synthesis of antifungal molecules. These 

metabolites were stable at temperatures of 70 ° C, 100 ° C and 121 ° C; light of 254 

nm, 365 nm and white light and pH between 3 and 11. To evaluate the plant growth 

promotion ability of LABIM22 strain, phosphate solubilization in GL solid medium 

(glucose, yeast extract, agar), production of indole acetic acid (IAA) and production of 

biosurfactant in blood agar medium were performed. LABIM22 did not show phosphate 

solubilization activity, produced low level of IAA and produced a 20 mm hemolysis halo. 

LABIM 22 metabolites at the concentration of 500 ug / mL completely inhibited mycelial 

growth of S. sclerotiorum, while, for F. oxysporum, the highest concentration studied 

(1000 ug/mL) inhibited only 51%. These metabolites significantly reduced the S. 

sclerotiorum apothecia with no statistical difference with the chemical fungicide used 



 

(boscalide+dimosxistrobina). LABIM 22 biocontrol of white mold was evaluated in 

soybean seeds inoculated with S. sclerotiorum. The treatment with wettable powder 

based on LABIM22 showed 93.5% of seed germination and 94% of healthy seeds at 

a dose of 300 g/100 kg of seeds, results statistically equal to those obtained with 

chemical fungicides recommended for the control of white mold (methyl 

thiophanate+fluazinam and boscalide+ dimoxystrobin). It is concluded that B. 

velezensis strain LABIM22 has biotechnological potential because of its genes that 

encode stable antifungal biomolecules in wide ranges of pH, temperature and 

wavelength; shows antagonism against S. sclerotiorum, M. phaseolina, R. solani, B. 

cinerea, F. solani and F. oxysporum f. sp. phaseoli in addition to reduce apothecia 

formation from S. sclerotiorum sclerotia and efficiently controlled the incidence of white 

mold in soybean seeds. Its potential as a plant growth promoting agent still needs 

further studies. 
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1 INTRODUÇÃO 

O controle com fungicidas de origem sintética, se bem utilizado, reduz 

os danos causados pelas doenças de plantas, entretanto, seu uso excessivo pode 

causar o desequilíbrio do ecossistema microbiano existente no sistema solo - planta. 

Um dos fatos mais preocupantes é a pressão de seleção que este tipo de manejo 

causa nos fitopatógenos, possibilitando o surgimento de populações de patógenos 

resistentes (CAO et al., 2011). 

Segundo dados da FAO (2020), em 2017 o Brasil ficou em terceiro 

lugar no ranking mundial de uso de agrotóxicos (herbicidas, inseticidas, fungicidas, 

nematicidas e bactericidas), com um total utilizado de 216.026 mil toneladas de 

ingrediente ativo. Os fungicidas e bactericidas somados chegaram à marca de 59.124 

toneladas, ou seja, mais de 27% em relação ao total, o que evidencia o quanto a 

agricultura brasileira depende do uso destes produtos para controlar as doenças das 

culturas. 

Bardas et al. (2010) testaram a sensibilidade de 76 isolados do fungo 

Botrytis cinerea frente às moléculas dos fungicidas boscalida, piraclostrobina, 

ciprodinil, fenhexamida, fludioxonil, iprodiona e carbendazim, verificando que o fungo 

se mostrou resistente às moléculas de boscalida e piraclostrobina.  

Oliveira et al. (2015) em seus estudos com Pyricularia oryzea 

causador da brusone no trigo, observaram que este fitopatógeno havia adquirido 

resistência cruzada à azoxistrobina e piraclostrobina.  

Uma das alternativas para contornar este problema é o uso do 

controle biológico, definido como sendo o uso de um microrganismo para reduzir o 

nível de doença, bem como o uso de fitopatógenos para suprimir o crescimento de 

plantas daninhas (PAL & GARDENER, 2006). 

Na elaboração de produtos à base de agentes de controle biológico, 

é possível utilizar tanto bactérias quanto fungos filamentosos ou leveduriformes 

(NAYAKA et al., 2009). As bactérias têm sido bastante estudadas para este fim, dentre 

as quais o gênero Bacillus tem se destacado por sua capacidade de formar 

endósporos, possuir diferentes mecanismos de ação e produzir metabólitos de grande 

interesse biotecnológico (LANNA FILHO et al., 2010). 

Os compostos antimicrobianos produzidos por Bacillus spp. são em 

sua maioria lipopeptídeos cíclicos como as iturinas, que são potentes antifúngicos e 
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as fengicinas, que, além de possuirem atividade antagônica contra fungos, podem 

induzir o priming do sistema de defesa da planta contra estes microrganismos 

(ONGENA & JACQUES, 2008). Além destes compostos, bactérias deste gênero 

também são capazes de promover o crescimento de plantas. 

São consideradas bactérias promotoras do crescimento de plantas 

aquelas que podem contribuir para o melhor desenvolvimento da planta de forma 

direta ou indireta através da solubilização de fosfato, produção de ácido indol acético, 

sideróforos e fixação de nitrogênio atmosférico (TORTORA et al., 2010). 

Squartini et al. (2019) estudaram uma cepa de Bacillus 

amyloliquefaciens isolada da rizosfera de plantas de morango e constataram através 

do teste de cultura dupla a habilidade antagonista da cepa isolada, além de sua 

capacidade de indução de resistência através de maior estímulo da transdução da 

proteína PR1, a qual ativa sistemas de defesa da planta. 

Tian et al. (2020) isolaram a cepa W176 de Bacillus sp. e constataram 

seu potencial antagonista contra Penicillium digitatum, causador do bolor verde em  

laranja, obtendo porcentagens de inibição de 89,3% com o uso de suas células e 

54,46% com o uso de seu sobrenadante livre de células em frutos de laranja. Entre as 

possíveis moléculas estão a surfactina, macrolactina, mycosubtilina e bacillaene. 

Pandim et al. (2018) utilizaram a cepa de Bacillus velezensis QST713 

para controlar o patógeno Trichoderma aggressivum f. europaeum, causador do mofo 

verde em champignom. A cepa em estudo é produtora de antifúngicos da família das 

surfactinas e fengicinas, as quais possívelmente estão envolvidas no efeito 

antagonista. 

O objetivo do estudo foi avaliar o potencial antagônico da cepa 

LABIM22 de Bacillus velezensis contra fungos fitopatogênicos, bem como sua 

capacidade de sintetizar substâncias promotoras de crescimento de plantas e de 

controle do mofo branco em sementes de soja. 
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2 Revisão de literatura 

2.1. FUNGOS FITOPATOGÊNICOS DE IMPORTÂNCIA AGRÍCOLA 

Há vários fungos que podem causar doenças em plantas, porém nem 

todos causam danos econômicos expressivos. Por outro lado, alguns destes, se não 

controlados, causam grandes prejuízos à produção. Entre eles estão: Sclerotinia 

sclerotiorum, Botrytis cinerea, Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani, 

Fusarium oxysporum sp. phaseoli e Fusarium solani. 

2.1.1 SCLEROTINIA SCLEROTIORUM 

Sclerotinia sclerotiorum é um fungo do filo Ascomycota, classe 

Leotimycetes, ordem Helotiales, família  Sclerotinaceae (CABI, 2018). Possui mais de 

600 espécies hospedeiras, dentre elas soja, feijão, girassol, tomate. Contudo, este 

fungo não é capaz de infectar gramíneas (HENNING, 2012). Na soja, causa a doença 

conhecida como mofo branco ou podridão branca da haste, sendo uma das doenças 

mais antigas da cultura. Atualmente a doença está disseminada em quase todas as 

regiões produtoras de soja do Brasil (EMBRAPA SOJA, 2011).  

O mofo branco da soja nem sempre foi de ocorrência contínua e 

causador de grandes perdas em áreas de cultivo de sequeiro. Contudo, vários eventos 

contribuíram para que este patógeno ganhasse importância, como grandes áreas de 

monocultivo, ausência de rotação de cultura com espécies não hospedeiras 

(gramíneas), uso de sementes contaminadas, temperaturas noturnas abaixo de 18 °C, 

chuvas prolongadas, emprego de espécies suscetíveis para sucessão ou até mesmo 

safras contínuas de soja (SILVA et al., 2010; JULIATTI & JULIATTI, 2010). 

Sua disseminação pelo país tem aumentado tanto no cerrado como 

no Sul e Sudeste. Segundo Meyer et al. (2014) no ano de 2014 o patógeno estava 

presente em cerca de 23% das áreas produtoras de soja, o que representa 6,8 milhões 

de hectares. Na safra 2015/2016, segundo a Conab (2016), este número já estava em 
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torno de 7,7 milhões de hectares, o que indica que o mofo branco vem causando cada 

vez mais prejuízos na cultura da soja. 

Temperaturas entre 10°C a 21°C, umidade acima de 70% e altitudes 

superiores a 800 m são as condições ideais para o bom desenvolvimento do fungo. 

Devido ao elevado número de espécies hospedeiras o seu controle é difícil, 

recomendando-se rotação de cultura com gramíneas (BASTIEN et al., 2012). Ainda 

assim, esta prática não garante que a doença não seja reincidente pois o fungo produz 

escleródios, estrutura de resistência que permanece no solo até que haja condições 

ambientais favoráveis para o seu desenvolvimento, que permanecem na lavoura por 

um tempo prolongado que pode ser de anos. 

Quando a cultura da soja atinge os estágios de desenvolvimento R2 

(plena floração) e R3/R4 (início da formação de vagens), a parte aérea das plantas se 

encontra cobrindo a entrelinha de semeadura, o que favorece o aumento da umidade 

e diminuição da temperatura, que são condições ideias para os escleródios 

germinarem produzindo os apotécios, os quais originarão os ascósporos, que por sua 

vez irão infectar os tecidos senescentes das plantas de soja (CUNHA, 2010). 

Os sintomas se iniciam como manchas de anasarca, com o avanço 

da doença estas manchas adquirem coloração castanho clara e forma se uma massa 

micelial branca de aspecto cotonoso, as quais em poucos dias irá originar os 

escleródios, podendo se formar na parte exterior e interior dos tecidos da planta. O 

patógeno pode infectar qualquer parte da planta, porém na maioria das vezes as 

infecções se iniciam nas inflorescências, axilas do pecíolo e ramos laterais (GODOY 

et al., 2016). 

Trabalhos de controle químico coordenados pela Embrapa, 

demostraram uma redução de 20 a 30% na produtividade da soja, chegando a 70% 

em alguns casos (MEYER et al., 2019). 

Para o controle eficiente da doença a fim de reduzir os danos a níveis 

aceitáveis é necessário diminuir a fonte de inóculo (escleródios) e taxa de progresso 

da doença. Evitar a formação de escleródios, invibialização da germinação destes 

através do uso de palhada de gramínea (espécie não hospedeira), rotação ou 

sucessão de cultura com gramíneas, controle biológico com o estabelecimento de 

antagonistas no solo, uso de sementes sadias e tratadas com fungicida e aplicações 

de moléculas de origem química sintética no estágio de maior vulnerabilidade da soja 

ao ataque de S. sclerotiorum (R1 a R4), são formas que podem ser combinadas a fim 
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de reduzir a quantidade de inóculo. A redução do inóculo inicial e incidência pode ser 

alcançada através de limpeza do maquinário utilizado nos tratos culturais, caso o 

mesmo tenha sido utilizado em áreas infestadas, escolha de cultivares com arquitetura 

de parte aérea que favoreça a circulação de ar e que tenham o período de 

florescimento mais curto, pois é a fase em que a infecção pelo patógeno é mais 

efetiva. Um bom controle depende deste conjunto de estratégias, tendo em vista que 

o uso de qualquer medida de manejo isolada possui baixa ou nenhuma efetividade 

(CAMPOS et al., 2010, MEYER, 2013). 

Cultivares de soja com resistência completa ao mofo branco não 

foram identificadas até o momento (JULIO, 2016). 

2.1.2 FUSARIUM OXYSPORUM F. SP. PHASEOLI 

O fungo Fusarium oxysporum Schlecht. f. sp. phaseoli Kendrick e 

Snyder é um habitante de solo que no feijão causa a doença conhecida como murcha 

de fusarium, sendo uma das principais doenças da cultura, ocorrendo praticamente 

em todo o território brasileiro, sobretudo em áreas de monocultivo (WORDELL FILHO 

et al., 2013). 

O fitopatógeno F. oxysporum pertence à família Nectriaceae, ordem 

Hypocreales, classe Sordariomycetes, filo Ascomycota, reino Fungi (GEISER et al., 

2013). 

O micélio de F. oxysporum f. sp. phaseoli com crescimento recente 

possui coloração branca, porém, com o tempo pode adquirir coloração rosada. Esta 

espécie produz 3 tipos de esporos: microconídios, macroconídios e clamidósporos. 

Microconídios são numerosos sendo a maior parte deles não septados, não 

apresentam uma uniformidade quanto ao seu formato podendo ser elíptico, oval ou 

cilíndrico. Macroconídios possuem uma forma mais homogênea, sendo curvos e mais 

pontiagudos em ambas as extremidades. A maioria possui 3 septos, são sempre 

maiores se comparados aos microconídios. Clamidósporos são ocasionalmente 

encontrados agrupados, porém, é mais comum ocorrerem de forma unitária, possuem 

paredes lisas ou rugosas (BOOTH, 1971). 

O inóculo inicial de F. oxysporum pode estar no solo ou na semente 

em forma de clamidósporos, os quais utilizarão exsudados do próprio hospedeiro para 
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germinar e infectar a raiz através de aberturas pré-existentes (LUGO, 2008). Ao 

infectar a raiz o patógeno toma o córtex e o sistema vascular do hospedeiro, onde 

produzirá microconídios, os quais por sua vez serão transportados pelo xilema, 

causando novos pontos de infecção na parte aérea da planta (BECKMAN, 1987). A 

colonização do sistema vascular interrompe a passagem de água para a parte mais 

alta da planta, causando o sintoma de murcha (SILVA, 2012). 

Os principais sintomas são folhas cloróticas evoluindo das partes 

inferiores até a parte superior do hospedeiro, murcha e reboleira em áreas recém 

infestadas (WORDELL FILHO et al., 2013). 

Uma das formas de controle é impedir que o patógeno chegue na 

área, portanto, é importante realizar a limpeza dos equipamentos utilizados nos tratos 

culturais e utilizar água livre de contaminação. O tratamento de sementes com 

fungicida para proteger a planta em seus estágios iniciais, bem como o uso de 

sementes sadias também ajudam a conter a doença (BIANCHINI et al., 2005). A forma 

mais eficaz e econômica é a utilização de variedades resistentes, no entanto, há pouca 

disponibilidade destes materiais no mercado.  

2.2 BACTÉRIAS UTILIZADAS NO BIOCONTROLE DE FUNGOS FITOPATOGÊNICOS. 

Segundo o U.S. National Research Council (1995), “o controle 

biológico é o uso de organismos naturais ou modificados, genes ou produtos gênicos, 

para reduzir o efeito de organismos indesejáveis e favorecer organismos desejáveis 

como culturas, insetos benéficos e microrganismos" 

O biocontrole não consiste em erradicar o patógeno, mas sim em 

amenizar os prejuízos biológicos e econômicos de forma sustentável. 

(GOVINDASAMY et al., 2010). 

Para elaboração de um bioproduto pode se utilizar desde as mais 

variadas espécies de bactérias, fungos filamentosos e até mesmo leveduras. 

(NAYAKA et al., 2009). O biocontrole utiliza microrganismos como antagonistas, os 

quais podem agir parasitando o patógeno, competindo por nutrientes e espaço ou até 

mesmo produzindo moléculas antimicrobianas. 

Desde a década de 1980 vários microrganismos vêm sendo 

estudados como agentes de biocontrole.  
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Kerr (1980) utilizou uma cepa de Agrobacterium radiobacter, a qual 

produz a molécula agrocina 84 com ação antagonista a A. tumefaciens.  

Smith et al. (1993) estudaram uma cepa de Bacillus cereus produtora 

de Zwittermicina A, inibidora do desenvolvimento de Phytophthora medicaginis e 

Pythium aphanidermatum.  

Ji et al. (2013) trabalhando com uma cepa de Bacillus 

amyloliquefaciens constataram que a mesma possuia ação satisfatória contra 12 

fungos fitopatogênicos entre eles S. sclerotiorum, B. cinerea e F. oxysporum, por conta 

da produção de iturina. 

As bactérias do gênero Bacillus se destacam entre os microrganismos 

mais estudadas por apresentar potencial não apenas na área agronômica, mas 

também nas áreas farmacêutica e industrial (LANNA et al., 2010). 

2.3 BACILLUS SPP. 

O gênero Bacillus pertence à família Bacillaceae. São bactérias Gram 

positivas, aeróbias ou anaeróbias facultativas. São capazes de produzir substâncias 

de grande importância biotecnológica como precipitadores de íons, enzimas 

amilolíticas, proteolíticas e antimicrobianos (SCHWANTES-CEZARIO et al., 2017). 

Estas bactérias encontram-se presentes na maioria dos ambientes 

por conta de sua capacidade de formar endósporos (estruturas de resistência que 

auxiliam na sua sobrevivência em situações adversas), desenvolvimento acelerado e 

baixa exigência nutricional (em comparação a outros gêneros bacterianos) (BLUMA & 

ETCHEVERRY, 2006). 

Seu modo de ação sobre outros organismos pode acontecer por 

parasitismo e competição, porém, na maioria das vezes, ocorre por produção de 

lipopeptídeos com ação antimicrobiana (EARL et al., 2008). Lipopeptídeos são 

formados por peptídeos cíclicos ou lineares curtos podendo ser ligados a uma 

molécula lipofílica ou a um anel com cauda lipídica e possuem baixo peso molecular 

(ARNUSCH et al., 2012). 

As iturinas são lipopeptídeos cíclicos ligados a sete resíduos de α-

aminoácidos e um de β-aminoácido, contendo também uma cadeia lateral não 

sintetizada por ribossomos; seu peso molecular é de aproximadamente 1042 Da 
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(GRAU et al., 2000). Por sua natureza anfifílica se ligam às membranas formando 

pequenas vesículas o que provoca a formação de poros, culminando na solubilização 

da membrana celular do patógeno (ETCHEGARAY et al., 2008). 

A surfactina é um lipopeptídeo cíclico com um ácido graxo β-

hidroxilado ligado a sete aminoácidos por um grupo amida e uma ligação lactona 

(KAKINUMA et al., 1969) seu peso é de aproximadamente 1050 Da (ARIMA et al., 

1968). Atua como um poderoso biossurfactante, reduzindo a tensão superficial da 

água de 72 para 27,9 mN m-1 (ARIMA et al., 1968). Esta substância sozinha não possui 

ativade antifúngica, porém, pode atuar de forma sinérgica com a iturina A (COUTTE 

et al., 2010), por conta de sua ação surfactante que enfraquece a membrana e facilita 

a ação da iturina A (MAGET-DANA et al., 1992). 

As fengicinas são lipodecapeptídeos que possuem um anel lactona 

em sua fração peptídica e um ácido graxo β-hidroxi podendo ser insaturado ou 

saturado (MUKHERJEE & DAS, 2005). Estas substâncias são utilizadas como 

"fungicidas verdes" contribuindo para a sanidade de diversas culturas. Os antifúngicos 

peptídicos, além de possuir atividade antifúngica são capazes de induzir o priming do 

sistema de defesa das plantas. Entender melhor seu modo de ação é de grande 

importâcia para o desenvolvimento destes produtos (ONGENA & JACQUES, 2008). 

Cao et al. (2018) estudaram duas cepas de Bacillus velezensis (Y6 e 

F7), e verificaram que os dois isolados em estudo eram capazes de inbir o crescimento 

de Ralstonia solanacearum em casa de vegetação de 65% para 29% com a cepa Y6 

e 35% com a cepa F7, sendo identificado biomoléculas da família das iturinas, 

surfactina e fengicina. 

He et al. (2019) isolaram a cepa BjJ – 1 de Bacillus subtilis de uma 

placa de petri com cultivo de Magnaporthe oryzae. Através do teste de cultura dupla 

e da utilização do seu sobrenadante livre de células constataram seu potencial 

biotecnológico no controle do fungo M. oryzae, reduzindo a doença em 50% tanto na 

aplicação por pulverização em platas de arroz quanto no tratamento de sementes. Já 

no tratamento de sementes de modo preventivo a redução da doença foi superior a 

70%. 
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2.4 BACTÉRIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO 

Bactérias promotoras de crescimento são microrganismos que de 

forma direta ou indireta melhoram o crescimento da planta, através da fixação do 

nitrogênio atmosférico, produção de sideróforos, oxidação do enxofre, solubilização 

de fósforo, produção de ácido indol acético (TORTORA et al., 2010) e de substâcias 

derivadas de adenina, que são precursores de reguladores vegetais, auxinas, 

citocininas, giberilinas, etileno e ácido ascórbico (SILVEIRA, 2008). 

Muitas vezes a atividade promotora de crescimento está relacionada 

com a atividade antagônica a patógenos do solo, portanto, além de toda produção de 

substâncias benéficas ao desenvolvimento da planta, há possibilidade de produção 

de antimicrobianos e de indução de resistência sistêmica das plantas (DOORNBOS 

et al., 2012) 

Os benefícios para as plantas podem ser desde a melhora da 

germinação de sementes, emergência de plântulas até o crescimento da raiz 

(FIGUEREDO et al., 2010).  

O número de trabalhos visando entender melhor a relação entre 

microrganismos e plantas está aumentando, uma vez que o entendimento da mesma 

auxilia na seleção de cepas para serem utilizadas em grandes culturas. A aplicação 

destas bactérias junto a biofertilizantes vem sendo muito utilizada pois, além do 

aumento da produtividade e diminuição do impacto ambiental, os custos são mais 

reduzidos (BHATTACHARYYA & JHA, 2012). 

Dentre as bactérias estudadas para este fim, se destacam os gêneros 

Pseudomonas, Azospirillum, Rhizobium e Bacillus (ARAUJO, 2008). 

Szilagyi-Zecchin et al. (2014) estudaram uma cepa de B. 

amyloliquefaciens quanto a sua capacidade de promoção de crescimento em 

tomateiro. Verificaram que a mesma era produtora de compostos indólicos e 

sideróforos e que, quando aplicada em forma de suspensão de células em sementes 

aumentou os teores de clorofila e promoveu um ganho de crescimento da parte aérea 

da planta. 

Hartmann et al. (2010) utilizando uma cepa de B. megaterium em 

aplicação de suspensão bacteriana em sementes de cebola e semeadas a campo, 

observaram que a cepa estudada aumentou o rendimento dos bulbos.  
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Mazzuchelli et al. (2015) trabalharam com B. subtilis em aplicação de 

suspensão aquosa no sulco de semeadura e inoculação em pó na semente e 

concluiram que o microrganismo estudado aumentou em 20% a massa fresca do milho 

quando comparado com o tratamento controle. 

Portanto, o uso de bactérias do gênero Bacillus são de grande 

importância não apenas para o controle de doenças, mas também para a promoção 

de crescimento de plantas, sendo assim este gênero tem sido constantemente 

estudado por conter diversos interesses biotecnológicos. 
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3 ARTIGO A 

EFICIÊNCIA DA CEPA DE Bacillus velezensis LABIM22 CONTRA Sclerotinia 
sclerotiorum IN VITRO E CONTROLE DO MOFO BRANCO EM SEMENTES DE 
SOJA 

3.1 Resumo 

O objetivo deste estudo foi identificar molecularmente a cepa LABIM22 e fazer uma 

predição dos metabólitos secundários presentes no seu genoma, avaliar in vitro seu 

potencial antagônico contra fungos fitopatogênicos (Sclerotinia sclerotiorum, Botrytis 

cinerea, Rhizoctonia solani e Macrophomina phaseolina) e de promoção de 

crescimento vegetal e, in vivo, avaliar a inibição da germinação carpogênica de 

escleródios e o controle do mofo branco em sementes infectadas com S. sclerotiorum 

e tratadas com uma formulação a base da cepa LABIM22. O sequenciamento 

completo do DNA revelou que a cepa em estudo possui 99% de semelhança com o 

gênero Bacillus. A partir do genoma foi realizada a predição de metabólitos e verificou-

se que a cepa LABIM22 possui genes que codificam moléculas antimicrobianas 

(fengicina, bacilibactina, dificidina, macrolactina, bacilysina e bacilaene) e 

biossurfactante (surfactina). O potencial antagônico foi investigado pelo teste de 

cultura dupla entre LABIM22 e os fungos fitopatogênicos, exibindo redução do 

crescimento micelial de 59% para S. sclerotiorum, 66% para M. phaseolina e B. 

cinerea e 64% para R. solani. Com o objetivo de maximizar a produção de suas 

moléculas bioativas três meios de cultivo diferentes foram testados, sendo o meio 

formulado (formulação em processo de patente) o mais eficiente. A estabilidade do 

sobrenadante livre de células (SLC) a partir do cultivo da cepa LABIM22 foi estudado 

a diferentes temperaturas, pH e comprimentos de onda. Verificou-se que os 

metabólitos são estáveis a 121 °C 1 atm de pressão por 15 minutos, a pH entre 3 e 

11 e sob luz com comprimentos de onda de 254 nm, 365 nm e luz branca. LABIM22 

não mostrou atividade in vitro de metabolização de ácido indol acético nem de 

solubilização de fosfato. O resultado para produção de biossurfactante foi positivo, 

exibindo um halo de hemólise de 20 mm em meio ágar sangue. Na avaliação da 

inibição da germinação carpogênica de escleródios de S. sclerotiorum, foram 

utilizadas as concentrações de SLC liofilizado de 0,5 mg/ml, 1 mg/ml e 2 mg/ml e o 
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fungicida químico boscalida + dimoxistrobina (Spot SC®). A germinação dos 

escleródios não foi diferente do controle com água, porém, houve diminuição do 

número de apotécios formados a partir dos escleródios, mesma redução que a do 

tratamento com Spot SC®. O tratamento de sementes de soja, previamente infectadas 

com S. sclerotiorum, com pó molhável a base de LABIM22 na dose de 300g/100 kg 

de semente teve 93,5% de germinação e 94% de sementes sadias, sem diferença 

significativa com os fungicidas químicos utilizados como controle (tiofanato 

metílico+fluazinam e boscalida+dimoxistrobina). Conclui se que a cepa LABIM22 de 

B. velezensis possui atividade antagônica frente a S. sclerotiorum, B. cinerea, R. solani 

e M. phaseolina, produz metabólitos antifúngicos estáveis em condições adversas, os 

quais juntamente com suas células foram capazes de inibir a formação dos apotécios 

a partir de escleródios de S. sclerotiorum e controlar o mofo branco em sementes de 

soja infectadas com S. sclerotiorum. 

 

Palavras chave: Antagonismo, Bacillus sp., Biocontrole, tratamento de sementes.  
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3.2 Abstract 

The objective of this study was to molecularly identify the LABIM22 strain and make a 

prediction of the secondary metabolites present in its genome, to evaluate its 

antagonistic potential in vitro against phytopathogenic fungi (Sclerotinia sclerotiorum, 

Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani and Macrophomina phaseolina) and to promote 

plant growth and to evaluate in vivo the inhibition of carpogenic germination of sclerotia 

and the control of white mold in seeds infected with S. sclerotiorum and treated with a 

formulation based on the LABIM22 strain. Complete DNA sequencing revealed that 

the strain under study is 99% similar to Bacillus genus. From the genome, the 

metabolites were predicted and it was found that the LABIM22 strain has genes for 

producing antimicrobials (fengicin, bacillibactin, dificidin, macrolactin, bacilysin and 

bacilaene) and biosurfactant (surfactin). The antagonistic potential was investigated by 

dual culture test against phytopathogenic fungi, showing a reduction in mycelial growth 

of 59% for S. sclerotiorum, 66% for M. phaseolina and B. cinerea and 64% for R. solani. 

In order to maximize the production of its bioactive molecules, three different culture 

media were tested. The most efficient was the formulated medium (patent in process). 

The stability of cell-free supernatant (SLC) from the cultivation of the strain LABIM22 

was studied at different temperatures, pH and wavelengths. It was found that the 

metabolites were stable at 121 °C and 1 atm of pressure for 15 minutes, at pH between 

3 and 11 and under light with wavelengths of 254 nm, 365 nm and white light. LABIM22 

showed no in vitro activity of indole acetic acid metabolism or phosphate solubilization. 

The result for the production of biosurfactant was positive, showing a hemolysis halo 

of 20 mm in blood agar medium. Lyophilized SLC from LABIM22 at 0.5 mg/ml, 1 mg/ml 

and 2 mg/ml and the chemical fungicide were tested on S. sclerotiorum sclerotia. 

Carpogenic germination of sclerotia was not different from control with water, however, 

at 1 mg/ml and 2 mg/ml there was a decrease in the number of apothecia, same 

reduction as in the chemical control (boscalide + dimoxystrobin). The treatment of 

soybean seeds previously infected with S. sclerotiorum with wettable powder based 

on LABIM22 at 300g/100 kg of seed showed 93.5% of germination and 94% of healthy 

seeds with no significant difference with the chemical control (methyl thiophanate + 



 27

fluazinam and boscalide + dimoxystrobin). It is concluded that Bacillus velezensis 

strain LABIM22 has antagonistic activity against S. sclerotiorum, B. cinerea, R. solani 

and M. phaseolina, produces antifungal metabolites stable in adverse conditions, 

which together with its cells were capable to inhibit the formation of apothecia from S. 

sclerotiorum sclerotia and efficiently controlled the incidence of white mold in soybean 

seeds infected with S. sclerotiorum. 

 

Keywords: Biocontrol, seed treatment, Bacillus spp., Sclerotinia stem rot. 
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3.3 Introdução 

A soja é uma das espécies mais cultivadas do mundo por conta de 

sua versatilidade, que vai desde o uso de seu óleo para consumo humano até a 

fabricação de biodiesel. Devido ao seu alto teor de proteína, serve como matéria prima 

tanto para alimentos de consumo humano quanto animal. Na safra 2018/2019 foram 

produzidas 362.075 milhões de toneladas do grão em uma área de cultivo de 125.691 

milhões de hectares. Atualmente o Brasil se encontra na segunda posição do ranking 

mundial de produção da soja, com 114.843 milhões de toneladas produzidas na safra 

2018/2019, ficando atrás apenas do EUA (EMBRAPA, 2020). 

A produção de soja no Brasil vem crescendo ano a ano, com um 

aumento estimado de 2,6% em termos de área cultivada para o ano de 2020, o que 

representa o acréscimo de um milhão de hectares cultivados (CONAB, 2020).  

Um dos fatores limitantes para produtivade da cultura são as doenças. 

O mofo branco, causado pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum, se destaca por causar 

reduções de até 29% na produtividade da soja (MEYER et al., 2018).  

Também conhecido popularmente como mofo branco ou podridão de 

esclerotinia, a doença pode se propagar tanto por micélio dormente na parte interna 

da semente quanto por escleródios presentes nos lotes (HENNING, et al., 2014). O 

escleródio é a estrutura de resistência do patógeno, que consiste em um emaranhado 

de hifas compactadas que podem germinar quando as condições ambientais tornam-

se favoráveis. 

Em ocasião do fechamento das entrelinhas pela parte aérea da 

planta, ocorre aumento da umidade e diminuição da temperatura, que são as 

condições ideais para a germinação carpogênica dos escleródios, os quais geram os 

apotécios que produzem os ascósporos. Estes esporos sexuais iniciam o processo de 

infecção dos tecidos senescentes da planta (CUNHA, 2010). 

O manejo da doença consiste no uso de sementes sadias e 

tratamento com fungicidas de origem química sintética. Uma alternativa para o manejo 

integrado da doença é o uso do controle biológico utilizando fungos filamentosos como 

Trichoderma spp. ou leveduriformes, bactérias dos gêneros Pseudomonas ou Bacillus 

e até mesmo microvírus como relatado por Picarelli et al. (2017). 

Dentre estes possíveis agentes de biocontrole bactérias do gênero 

Bacillus vêm sendo amplamente estudadas por sua capacidade de sintetizar 
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biomoléculas com ação antifúngica e bactericida, além de produzir substâncias que 

promovem o crescimento de plantas. Estes microrganismos podem formar 

endósporos em condições adversas, característica importante para sobrevivência do 

antagonista em formulações de bioprodutos e colonização dos órgãos vegetativos da 

planta (LANNA FILHO et al., 2010). 

Portanto, o objetivo do estudo foi: a) identificar molecularmente a cepa 

antagonista LABIM22, b) comprovar seu potencial antagônico frente a Sclerotinia 

sclerotiorum, Botrytis cinerea, Macrophomina phaseolina e Rhizoctonia solani, c) 

investigar in vitro sua capacidade de promoção de crescimento de plantas de soja, d) 

avaliar a inibição da germinação carpogênica de escleródios de S. sclerotiorum e e) 

avaliar o controle do mofo branco em sementes infectadas com S. sclerotiorum e 

tratadas com uma formulação a base da cepa LABIM22.  

3.4. Material e métodos 

3.4.1 MICRORGANISMOS 

Para a escolha da cepa antagonista LABIM22 foi realizado um 

screening entre nove cepas isoladas de uma amostra ambiental do solo no Laboratório 

de Biotecnologia Microbiana – LABIM da Universidade Estadual de Londrina, Paraná, 

Brasil. Foi feito um teste de antagonismo direto por cultura dupla, na qual o isolado 

em questão mostrou-se com maior potencial de antagonismo frente ao fitopatógeno 

Sclerotinia sclerotiorum. 

A cepa LABIM22 está mantida na coleção do mesmo laboratório e a 

ativação da cepa foi realizada em meio Lúria Bertani a 28 °C por 24 h. 

Os fungos fitopatogênicos Sclerotinia sclerotiorum, Botrytis cinerea, 

Macrophomina phaseolina e Rhizoctonia solani, estão mantidos na coleção do 

Laboratório de Fitopatologia da Universidade Estadual de Londrina. Para ativação das 

cepas fitopatogênicas, foram realizados cultivos em meio batata dextrose ágar (BDA) 

a 25 °C e fotoperíodo de 12/12 h. 
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3.4.2 IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR DO ISOLADO LABIM22 

O genoma completo de LABIM22 foi sequenciado em plataforma 

Illumina MiSeq PE 300 na EMBRAPA Soja (Londrina). O resultado deste 

sequenciamento foi utlilizado para identificação do gênero bacteriano no Laboratório 

de Biotecnologia Microbiana (LABIM) através de uma comparação de genomas 

usando o Ani calculator (https://www.ezbiocloud.net/tools/ani) e o dDDH (Hibridização 

DNA-DNA digital) (https://www.dsmz.de/services/online-tools/genome-to-genome-

distance-calculator-ggdc) ambos web server. 

3.4.3 PREDIÇÃO DE METABÓLITOS SECUNDÁRIOS 

A identificação dos possíveis Biosynthetic gene clusters (BGCs) foi 

realizada através do web server antiSMASH 4.0 (WEBER et al., 2015). 

3.4.4 ENSAIO DE ANTAGONISMO DIRETO POR CULTURA DUPLA 

A cepa LABIM22 foi ativada em meio Lúria Bertani ágar (LBA) 

(Acumedia, USA) a 28 °C por 24 h. Para o teste de antagonismo, a cepa LABIM22 foi 

inoculada na borda da placa contendo meio BDA com auxílio de alça bacteriológica. 

Em seguida um disco micelial de 6 mm de diâmetro do fungo fitopatogênico (S. 

sclerotiorum, M. phaseolina, B. cinerea ou R. solani) foi inoculado no centro da placa. 

As placas foram incubadas a 25 °C e fotoperíodo de 12/12 h. Placas somente com o 

fungo fitopatogênico foram utilizadas como controle. Após 3 dias para S. sclerotiorum 

ou 7 dias para os fungos M. phaseolina, B. cinerea e R. solani, segundo a velocidade 

de crescimento de cada fungo fitopatogênico, foi avaliado o crescimento micelial em 

milímetros (mm). A porcentagem de inibição do crescimento micelial foi calculada 

através da seguinte fórmula: ICM (%) = [𝑑𝑐 − 𝑑𝑡𝑑𝑐 ] × 100  
Onde, 'ICM' representa a porcentagem de inibição do crescimento 

micelial, 'dc' diâmetro médio da colônia no controle e 'dt', diâmetro médio da colônia 

de cada tratamento, todos medidos em mm (YAHYAZADEH et al., 2008).  
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O delineamento do experimento foi inteiramente casualizado com 8 

repetições. O experimento foi realizado duas vezes. 

3.4.5 PRODUÇÃO DE SOBRENADANTE LIVRE DE CÉLULAS 

Para o preparo do pré-inóculo, colônias puras foram suspensas em 

solução salina (0,85% cloreto de sódio) e ajustada para 0,5 na escala de McFarland 

(1.5 × 108 UFC/mL). Para o preparo do inóculo, trinta microlitros dessa suspensão 

foram transferidos para frascos erlenmeyer de 125 mL contendo 30 mL de caldo LB e 

incubado a 28 °C por 24 h a 125 rpm (Shaker orbital Tecnal - TE 422, Brasil). Para a 

produção de metabólitos antifúngicos, alíquotas de 1% (v:v) de cada inóculo foram 

transferidos para frascos erlenmeyer de 1000 mL contendo 400 mL de três tipos de 

meio de cultivo diferentes. Meio 1 (LB): caldo LB (g L-1: triptona 10.0, extrato de 

levedura 5.0, NaCl 5.0, pH 6.8-7.0). Meio 2 (LB + M): caldo LB + Micronutrientes (g L-

1: triptona 10.0, extrato de levedura 5.0, NaCl 5.0, diferentes micronutrientes -

formulação em pedido de patente, pH 6.8-7.0). Meio 3 (MF): caldo formulado (meio 

composto por fontes de carbono, nitrogênio e diferentes micronutrientes – formulação 

em pedido de patente). Os três meios de cultivo, após inoculados, foram incubados a 

a 28 °C e 200 rpm em incubadora giratória em disposição aleatória por 72 h (Shaker 

orbital Tecnal - TE 422, Brasil). Após a etapa de produção, as culturas foram 

centrifugadas a 4 ºC e 9000 rpm por 10 min e filtradas em membranas de 0.22 µm 

para obtenção do sobrenadante livre de células (SLC). 

3.4.6 TESTE DE DIFUSÃO EM ÁGAR 

Os fungos fitopatogênicos foram repicados em meio BDA em placas 

de Petri de 90 mm de diâmetro e incubados a 25 ºC e fotoperíodo de 12/12 h. Foi 

retirado um disco micelial de 6 mm de diâmetro de uma colônia fúngica de 3 dias para 

S. sclerotiorum ou 7 dias para os fungos M. phaseolina, B. cinerea e R. solani, 

dependendo da velocidade de desenvolvimento de cada patógeno e inoculado no 

centro da placa. Na borda da placa foram feitos de forma equidistantes quatro poços 

de 6 mm de diâmetro e 200 μL do SLC foram depositados nos poços. As placas foram 

incubadas a 25 ºC e fotoperíodo de 12/12 h. Como controle foram utilizadas placas 
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somente com o fungo fitopatogênico. Após 3 dias para S. sclerotiorum ou 7 dias para 

os fungos M. phaseolina, B. cinerea e R. solani, segundo a velocidade de crescimento 

de cada fungo fitopatogênico, foi determinado o diâmetro da colônia fúngica. O 

delineamento do experimento foi inteiramente casualizado com 8 repetições. O 

experimento foi realizado duas vezes. 

3.4.7 TESTES DE ESTABILIDADE DOS METABÓLITOS DA CEPA LABIM22 A DIFERENTES 

TEMPERATURAS, FAIXAS DE LUZ E PH  

Para avaliar a estibilidade térmica dos metabólitos produzidos pela 

cepa LABIM22 após a cultivo da cepa antagonista em meio líquido, o sobrenadante 

foi centrifugado a 9000 rpm por 10 minutos e submetido a temperaturas constantes 

de 70 °C e 100 °C (banho maria, TECNAL, Brasil) por 30 minutos e de 121 °C por 15 

min (autoclave, Prismatec, Brasil). Uma alíquota sem tratamento térmico foi 

considerada como controle. Após o tratamento térmico, as amostras foram resfriadas 

até atingir temperatura ambiente (25 °C), esterilizadas com membrana de celulose de 

0,22 μm (Millipore, Bedford, MA) e testadas segundo metodologia descrita no item 

3.4.6. 

Para avaliar a estabilidade fotométrica, amostras do sobrenadante 

centrifugado foram expostas a luz nos comprimentos de onda de 365 nm, 254 nm e 

luz branca por 30 minutos (distância de 15 cm da fonte luminosa). Após o tratamento, 

as amostras foram esterilizadas com membrana de celulose de 0,22 μm (Millipore, 

Bedford, MA) e testadas conforme o item 3.4.6. 

Para avaliar a estabilidade química, amostras do sobrenadante 

centrifugado foram expostas a pH de 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, e 11,0 e mantidos a 4 ºC 

por 24 h. Foram utilizados HCl 1 M ou NaOH 1 M para obter os pH citados. Após este 

período, as amostras foram ajustadas novamente para pH 7,0, esterilizadas em 

membrana de celulose de 0,22 μm (Millipore, Bedford, MA) e testadas conforme o item 

3.4.6. 

Cada teste foi realizado separadamente com delineamento 

experimental inteiramente casualizado com 8 repetições. Todos os testes de 

estabilidade foram realizados apenas com S. sclerotiorum. Cada experimento foi 

realizado 3 vezes.  



 33

3.4.8 PRODUÇÃO DE ÁCIDO INDOL ACÉTICO (AIA) 

Para avaliar a capacidade de produção de ácido indol acético da cepa 

LABIM22 foi utlizada a quantificação colorimétrica usando o reagente de Salkowsky 

de Sarwar e Kremer (1995) modificado por Bautista e Gallardo (2008). A cepa 

antagonista foi ativada conforme o item 3.4.1, cultivado em triplicata no meio DYGS 

líquido e incubado a 28°C e 180 rpm por 48 h. Após este período a concentração de 

células foi ajustada para uma densidade óptica de 600 nm igual a 0,3 (DO600=0,3). Em 

seguida, 100 µL deste inóculo foi adicionado a 10 mL de meio DYGS suplementado 

com uma concentração de 100 mg/mL de L-triptofano e incubado a 28°C e 180 rpm 

por 48 h. O controle utilizado foi o meio DYGS suplementado com L-triptofano na 

mesma concentração, porém sem a presença do microrganismo antagonista. Após 

incubação, o fermentado foi centrifugado a 9000 rpm por 5 minutos. Um mL do SLC 

foi colocado junto com 2 mL do reagente de Salkowsk modificado (FeCl3 40 mM; 

H2SO4 7,9 M) no escuro a 25 °C por 30 minutos. A absorbância foi medida a 530 nm 

em espectrofotômetro.  

A curva de AIA padrão foi realizada com uma concentração crescente 

de 0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 µg/mL de AIA comercial misturado com o reagente de 

Salkowsk na proporção 1:2, respectivamente. A reação ocorreu no escuro a 25 °C por 

30 minutos e a absorbância foi medida a 530 nm. Todas as determinações foram feitas 

em triplicata. 

3.4.9 TESTE DE SOLUBILIZAÇÃO DE FOSFATO 

A atividade de solubilização de fosfato foi determinada 

qualitativamente em meio GL (KATZNELSON e BOSE, 1959). Para isso foram 

autoclavados 3 frascos separados contendo no frasco 1: glicose (5 g/L), extrato de 

levedura (1 g/L) e ágar (15 g/L). Frasco 2: 50 mL da solução de K2HPO4 10% e frasco 

3: 100 mL da solução de CaCl2 10%. Após autoclavagem esperou-se os 3 frascos 

resfriarem a 50 °C e o frascos 2 e 3 foram adicionados ao frasco 1, precipitando 

CaHPO4. 

O isolado foi ativado em meio LBA a 28 °C por 24 h e posteriormente 

cultivado em meio GL e incubado a 28 °C por 3 dias. Um halo claro formado em torno 
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das colônias indica atividade de solubilização de fosfato. O isolado foi classificado 

como: (-) sem halo ou falta de atividade; (+) pequeno halo (até 2 mm), pouca atividade; 

(++) halo médio (2 a 4 mm) atividade mediana; (+++) halo grande (> 4 mm), atividade 

alta. O delineamento do experimento foi inteiramente casualizado com 8 repetições. 

O experimento foi realizado duas vezes. 

3.4.10 ATIVIDADE HEMOLÍTICA EM ÁGAR SANGUE 

A determinação de biossíntese de biossurfactante foi realizada em 

placas de petri contendo o meio ágar sangue (ágar 1,5% e sangue de carneiro 6%) 

através da detecção da atividade hemolítica.Para isso, em placas contendo meio ágar 

sangue foram feitos poços de 6 mm de diãmetro e aplicados 200 µL do SLC da cepa 

LABIM22. A formação de um halo translúcido em volta do poço indica a presença de 

biossurfactante. O teste foi constituído de 8 repetições. O experimento foi realizado 

duas vezes. 

3.4.11 CONCENTRAÇÃO INBITÓRIA MÍNIMA 

Para o experimento de concentração inibitória mínima o SLC foi 

liofilizado (modelo L101 – Liobras). Uma alíquota de 200 mg do material resultante da 

liofilização foi  suspenso em 2 mL de água destilada, obtendo a concentração 100.000 

µg/mL e diluídas para obtenção das concentrações 50.000 µg/mL, 25.000 µg/mL, 

12.500 µg/mL, 62.50 µg/mL e 31.250 µg/mL. Após esta etapa, uma alíquota de 1mL 

de cada concentração foi adicionada a 99 mL de BDA e o meio foi autoclavado a 121 

°C e 1 atm por 15 minutos. Como controle foi adicionado 1 mL água a 99 mL de BDA. 

Após autoclavagem 10 mL de meio foi vertido em placa de 60 mm de diâmetro e 

inoculado no centro com um disco miceial de S. sclerotiorum. As placas foram 

incubadas a 25 °C e fotoperiodo de 12/12 por 48 h. O delineamento experimental foi 

inteiramente casualizado com 4 repetições. O experimento foi realizado duas vezes.  
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3.4.12 GERMINAÇÃO DE ESCLERÓDIOS 

O SLC da LABIM22 foi liofilizado e ressuspendido para concentração 

de 2 mg/mL e diluído para obtenção das concentrações de 1 mg/mL e 0,5 mg/mL. Os 

tratamentos testados foram: 2 mg/mL, 1 mg/mL e 0,5 mg/mL de LABIM22, Spot SC 

da empresa BASF® (200,00 g/L boscalida + 200,00 g/L dimoxistrobina), meio 

formulado, e água destilada.  

Os escleródios foram produzidos pelo cultivo de S. sclerotiorum em 

aveia preta. Para tanto, 400 g de grãos de aveia preta foram acondicionados em um 

erlenmeyer de 2 L, com adição de 60 mL de água destilada e autoclavado a 121 °C e 

1atm de pressão por 20 min. Após o primeiro ciclo de autoclavagem, adicionou se 

mais 40 mL de água e autoclavou-se por mais 20 min. A partir de uma cultura de 3 

dias em meio BDA, foram retirados discos miceliais para inocular os grãos de aveia 

preta já esterilizados no erlenmeyer. Os frascos foram incubados em a 18 °C por 30 

dias. Após a formação dos escleródios, os mesmos foram coletados para utilização 

no experimento. 

Uma mistura de solo e areia na proporção 3:1 (m/m) foram 

autoclavados a 121 °C e 1 atm de pressão por 2 h. Duzentos gramas da mistura 

solo/areia foram colocados em caixas plásticas de poliestireno (11 cm x 11 cm x 35 

cm) e umedecidos com aproximadamente 40 mL de água destilada e esterilizada. 

Os escleródios foram desinfectados superficialmente em álcool 70% 

por 1 min, hipoclorito de sódio 0,5% por 3 min, três lavagens em água destilada 

esterilizada e secos em papel filtro estéril em câmara de fluxo laminar. 

Vinte escleródios foram dispostos na superfície da mistura solo/areia 

em caixa plástica e 240 µL de cada tratamento (equivalente a uma aplicação de 

200L/ha) foram aplicados por aspersão. As caixas foram incubadas a 18 °C sob luz 

constante por 30 dias. Após este período foram avaliados o número de escleródios 

germinados, estipes e apotécios. 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Cada 

tratamento foi composto por 5 repetições com 20 escleródios por repetição. 
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3.4.13 TRATAMENTO DE SEMENTES DE SOJA COM CÉLULAS E METABÓLITOS DE LABIM22 

O sobrenadante obtido do cultivo da LABIM22 em meio formulado foi 

obtido conforme descrito no item 3.4.5 foi congelado a - 80 °C e liofilizado por 48 h a 

- 60 °C. Após liofilização foi obtido uma concentração de 1010 esporos/g de liofilizado. 

Os produtos e as doses utilizados no tratamento de sementes se apresentam na 

Tabela 1. 

 

Tabela1: Produtos usados no tratamento de sementes de soja 

Tratamentos 

T1 Apenas inoculado com S. sclerotiorum 

T2 Tiofanato metílico (350,00 g/L) + fluazinam (52,50 g/L) e inoculado com S. sclerotiorum 

T3 Boscalida (200 g/L) + dimoxistrobina (200 g/L) e inoculado com S. sclerotiorum 

T4 LABIM22 100 g de liofilizado/ 100 kg de semente e inoculado com S. sclerotiorum 

T5 LABIM22 200 g de liofilizado/ 100 kg de semente e inoculado com S. sclerotiorum 

T6 LABIM22 300 g de liofilizado/ 100 kg de semente e inoculado com S. sclerotiorum  

 

As sementes foram desinfectadas com hipoclorito 1% por 1 minuto e 

depois lavadas 3 vezes com água estéril por 1 minuto e secas em fluxo laminar estéril 

por 20 minutos.  

Após desinfectadas as sementes de soja foram infectadas com o 

patógeno através do contato direto com micélio de S. sclerotiorum por 24 horas. Após 

este período as sementes foram tratadas com produto em pó molhável, onde em um 

becker de 1 litro foram acondicionadas as sementes, o produto, o volume de calda na 

proporção de 1 L/ 100 kg de semente e homogeneizadas por 1 minuto. Após o 

tratamento as sementes foram acondicionadas em placas (150 mm) forradas com 

papel filtro estéril e umedecido com água estéril. Cada tratamento contou com 8 placas 

com 25 sementes cada, totalizando 200 sementes por tratamento. As placas foram 

umedecidas diariamente com água destilada estéril. 

Como tratamento controle foram utilizados dois produtos comerciais: 

Certeza N da empresa IHARA® (52,50 g/L fluazinam + 350,00 g/L tiofanato metílico), 

produto específico para tratamento de sementes de soja para controle de S. 
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sclerotiorum; e Spot SC da empresa BASF® (200,00 g/L boscalida + 200,00 g/L 

dimoxistrobina). 

As avaliações foram realizadas após sete dias da montagem do 

experimento. Foram avaliadas a incidência da doença (doentes, caso haja sinal do 

fungo e sadias caso não haja o sinal) e a porcentagem de germinação das sementes.  

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado 

com 8 repetições. A unidade experimental foi uma placa de petri de 150 mm com 25 

sementes. O experimento foi realizado uma vez.  

Os dados de mortalidade foram submetidos à análise de variância, 

considerando o modelo linear generalizado com a distribuição binomial. Quando 

significativo, os tratamentos foram comparados utilizando o teste de comparação de 

médias de Tukey (p<0,5). 

3.4.14 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Com exceção ao item 3.4.13, o demais foram analisados através do 

softwear R studio, submetidos a análise de variância seguido por teste de Tukey. 

3.5 Resultados e discussão 

3.5.1 IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR DO ISOLADO LABIM22 

A cepa LABIM22 apresenta 99% de semelhança com bactérias da 

espécie Bacillus velezensis. 

Bactérias pertencentes ao gênero Bacillus sp. têm sido alvo de 

estudos por sintetizar vários compostos antimicrobianos com atividade contra doenças 

bacterianas e fúngicas, além de sua aplicabilidade no ramo farmacêutico. Seu uso é 

eficiente e de baixo risco ambiental e para a saúde humana, pois trata-se de um 

microrganismo comum na microbiota do solo. Sua capacidade de formar endósporos 

é de grande valor na elaboração de bioprodutos, pois tal estrutura é o que garante a 

permanência e ajuda na colonização do ambiente. Outra característica crucial que a 

torna alvo de estudos é sua capacidade de indução de resistência contra ataque de 

fitopatógenos e promoção de crescimento de plantas através da produção de 
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hormônios vegetais sideróforos e solubilização de fosfato (SHAFI & TIAN, 2017). 

Ji et al. (2013) em estudos com uma cepa de Bacillus 

amyloliquefaciens observaram sua capacidade de biocontrole frente a 12 fungos 

fitopatogênicos diferentes entre eles S. sclerotiorum, B. cinerea e F. oxysporum. O 

microrganismo em estudo produzia a iturina, composto antimicrobiano comumente 

sintetizado por bactérias pertencente a este gênero. 

Em 2018, Baptista et al. publicaram o anúncio genômico de uma cepa 

de Bacillus velezensis LABIM40, a qual possui em seu genoma 33 clusters de genes 

que codificam moléculas bioativas contra fungos fitopatogênicos. Na prática seu 

efeitos antagonista foi observado ao utilizarem o sobrenadante livre de células frente 

a fungos de importância agrícola como: S. sclerotiorum, B. cinerea, R. solani e M. 

phaseolina; fato que evidenciou seu potencial biotecnológico, motivando estudos 

acerca do microrganismo estudado. 

Tan et al. (2019) identificaram a cepa HZ-72 como sendo Bacillus 

subtilis baseado em sua morfologia, características bioquímicas e análise 16s rDNA, 

observaram em experimentos em casa de vegetação controle de 83,34% de R. solani 

na cultura do linho. 

3.5.2 PREDIÇÃO DE METABÓLITOS SECUNDÁRIOS 

A predição das possíveis BGCs feito através da web server 

antiSMASH 4.0 (WEBER et al., 2015) indicou a presença de 7 clusters que codificam 

biomoléculas antimicrobianas, dentre as quais fengicina, surfactina e bacilibactina 

possuem ação antifúngica e as demais, dificidina, macrolactina, bacilysina e bacilaene 

possuem atividade antibacteriana (Figura 1). 

O gênero Bacillus é conhecido por sintetizar uma ampla gama das 

mais variadas classes de antimicrobianos com ação de controle contra doenças de 

plantas (SHAFI & TIAN, 2017). Cerca de 4 a 5% do genoma de B. subtilis é dedicado 

a síntese de metabólitos secundários, uma espécie próxima, B. amyloliquefaciens 

cepa FZB42 contém em torno de 8% de seu genoma dedicado a síntese de 

biomoléculas com interesse agrícola, como antimicrobianos peptídicos e 

lipopeptídicos, policetíedeos e sideróforos (STEIN, 2005; RUCKERT et al., 2011). 
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Portanto é possível que haja outros clusters que codificam moléculas com outras 

funções de interesse agrícola no genoma da LABIM22.  

Este gênero de bactéria, produz comumente três famílias de 

moléculas antifúngicas: fengicina, iturina e surfactina.  

A fengicina é frequentemente identificada entre os metabólitos ativos 

quando se faz uso de Bacillus spp. para controle de doenças fúngicas. Trata se de um 

lipodecapeptídeo cíclico com um ácido graxo – hidroxi com 16 a 19 átomos de 

carbono. Existem dois tipos de fengicinas, sendo dividido em fengicina A e B. Ambas 

atuam especificamente contra fungos filamentosos agindo através da inibição da 

fosfolipase A2 (NISHIKORI et al., 1986). 

 

 
Figura 1 - Principais clusters de metabólitos secundários preditos pelo programa antiSMASH no 
genoma do isolado LABIM22 comparado com cepas de Bacillus spp. As áreas destacadas indicam as 
diferenças encontradas entre os clusters representados. 
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Surfactina é um poderoso biosurfactante natural, lipopeptídeos desta 

família interagem com as camadas lipídicas da membrana celular dos 

microrganismos, formando poros e solubilizando a camada, causando morte celular 

(ONGENA & JACQUES, 2008).  

Representantes da família das iturinas não foram encontradas até o 

momento no genoma de LABIM22. 

Bacilibactina é uma biomolécula siderófora de ferro, sua ação 

antifúngica acontece pela indisponibilização de íons de ferro. Karim et al. (2019) 

estudaram o genoma da cepa JRCGR – 1 (Bacillus glycinifermentans) e encontraram 

um cluster que codifica bacillibactina, assim como outros metabólitos secundários e 

concluíram que a cepa possui potencial de biocontrole contra doenças de solo. 

3.5.3 ENSAIO DE ANTAGONISMO DIRETO POR CULTURA DUPLA 

Bactérias do gênero Bacillus agem majoritariamente por antibiose, 

produzindo metabólitos secundários (EARL et al., 2008). Portanto a cepa antagonista 

precisa de tempo para sintetizar suas biomoléculas e expressar sua atividade 

antifúngica. Portanto, quanto mais lento o crescimento do patógeno, mais tempo há 

para biossíntese e difusão das moléculas no meio solidificado.  

Sua capacidade de antibiose, síntese de hormônios vegetais, 

sideróforos, solubilização de fosfato e esporulação torna este gênero alvo constante 

de estudos (SHAFI & TIAN, 2017). A cultura dupla é uma metodologia amplamente 

utilizada para comprovar o potencial biotecnológico de uma cepa, sendo usado para 

screening de banco de microrganismos por ser rápido e confiável. 

A Figura 2 mostra os resultados do teste de antagonismo direto, onde 

é possível notar que o isolado possui potencial antagônico frente a todos os 

fitopatógenos testados. 

No ensaio de cultura dupla a menor porcentagem de inibição foi para 

S. sclerotiorum com 59%, seguido por R. solani com 64%. Já M. phaseolina e B. 

cinerea obtiveram a mesma porcentagem, 66% com diferença significativa entre os 

fitopatógenos. Nos estudos com a produção de metabólitos em cultivo líquido, 

observou se que S. sclerotiorum foi a mais suscetível, obtendo a maior porcentagem 

de inibição (dados apresentados no item 3.5.4). Esta diferença possivelmente se deve 
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ao tempo de crescimento de cada fungo, sendo S. sclerotiorum o mais rápido entre os 

patógenos utilizados, tomando a placa de petri de 90 mm de diâmetro em 4 dias, 

enquanto os demais demoraram 7 dias. 

 
Figura 2 - Ensaio de antagonismo direto da cepa LABIM22de Bacillus sp. contra fungos fitopatogênicos 
(Sclerotinia sclerotiorum, Macrophomina phaseolina, Botrytis cinerea e Rhizoctonia solani). A – 
Porcentagem de inibição por antagonismo direto entre a cepa LABIM22 e fitopatógenos. As barras 
azuis representam porcentagem de inibição do crescimento micelial do fitopatógeno. As barras de erro 
representam o desvio padrão com base em 4 repetições por experimento. Médias seguidas de letras 
iguais não diferem entre si pelo teste de Tukey. B – Imagem da placa de petri contendo o experimento 
de antagonismo direto entre a cepa LABIM22 e fungo fitopatogênicos.  

3.5.4 TESTE DE SOBRENADANTE LIVRE DE CÉLULAS 

Os resultados para a atividade do sobrenadante livre de células 

obtidos pela fermentação em 3 meios diferentes contra os quatro fungos 

fitopatogênicos estão apresentados na figura 3 e 4. 

A 

B 



 42

Quando LABIM22 foi cultivada no Meio Formulado (MF) houve uma 

maior porcentagem de inibição frente a todos os patógenos confrontados, com 

diferença significativa para os outros meios de cultivo utilizados, indicando que o MF 

foi o mais eficiente para estimular a biossíntese de compostos antifúngicos. Este foi, 

portanto, o meio utilizado como padrão para os próximos ensaios. O fungo S 

sclerotiorum mostrou-se o mais suscetível e R. solani o mais resistente. 

 

 

 

Figura 3 – A - Porcentagem de inibição de Sclerotinia sclerotiorum, Macrophomina phaseolina, Botrytis 
cinerea e Rhizoctonia solani pelo sobredanadante da cepa LABIM 22 de Bacillus sp. cultivada em três 
diferentes meios (LB – Lúria Bertani; LB+M – Lúria Bertania com micronutrientes; MF – Meio formulado). 
Médias seguidas de letras iguais na mesma coluna não diferem entre si pelo teste de Tukey. As barras 
de erro representam o desvio padrão com base em 8 repetições por experimento. O experimento foi 
repetido 3 vezes. B - Teste de difusão em ágar com S. sclerotiorum vs. metabólitos de LABIM22 
sintetizados nos três meios de cultivo. 

A composição do meio otimizado para síntese de metabólitos 

secundários é um ponto importante a ser levado em conta quando a fermentação é 

A
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voltada para produção de antifúngicos. Contudo, o estudo de diferentes meios de 

cultura não é um assunto encontrado em abundância na literatura. 

Medeot et al. (2017), objetivaram em seu estudo variar fontes de 

carbono e nitrogênio afim de observar se haveria maior eficiência na produção de 

antifúngicos e observaram que há uma relação direta entre a fonte utilizada e a 

quantidade de biomassa e metabólitos obtidos, sendo a sucrose a melhor fonte 

testada.  

Kilani – Feki et al. (2016), estudaram 13 meios de cultura diferentes 

para otimizar a produção de antifúngicos produzidos pela cepa V26 de B. subtilis, 

encontrando os melhores resultados ao adicionar farinha de soja como fonte de 

nitrogênio e extrato de batata como fonte de carbono. No estudo foi relatado que é 

possível utilizar fontes eficientes, de baixo custo e ainda assim obter um bom 

resultado, sendo de crucial importância para um bioproduto comercial. Contudo, essas 

fontes devem estar em quantidades ideais, segundo os autores, 30 g/L de farinha de 

soja e 200 g/L de extrato de batata. Ainda neste mesmo estudo é mencionada a 

importância da boa oxigenação no processo fermentativo, possuindo uma relação 

direta com a eficiência metabólica das biomoléculas. Composição do meio de cultura 

alinhado a uma boa aeração significou uma melhora de 90% na produção de 

antifúngico no trabalho mencionado. Em relação a aeração os autores utilizaram 

frascos Erlenmeyer com capacidade de 250 mL, contendo 50 mL de meio de cultivo e 

150 rpm de agitação; no estudo envolvendo a cepa LABIM22 foi utilizado frasco 

Erlenmeyer com capacidade de 1 L, contendo 400 mL de meio de cultivo e 200 rpm 

de agitação, ou seja, em ambosos estudos o meio de cultura ocupou 1/3 do volume 

do frasco utilizado. 

O meio formulado conta com fontes de nitrogênio, carbono e 

micronutrientes, este último atuando como fonte de cofatores enzimáticos. Os meios 

LB e LB+M não contam com a mesma quantidade e qualidade das fontes de carbono 

e nitrogênio presentes no meio formulado. Embora o meio LB+M possua 

micronutrientes adicionais, não foram observados resultados semelhantes ao MF, o 

que indica que, neste experimento, o suplemento das fontes de carbono e nitrogênio 

foram de grande valor para aumentar a quantidade de antifúngicos produzidos por 

LABIM22, dados que corroboram os do estudo de Kilani – Feki et al. (2016) citado 

acima.  
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3.5.5 TESTE DE ESTABILIDADE DOS METABÓLITOS 

As figuras 4, 5 e 6 mostram os resultados das análises de estabilidade 

revelando que os metabólitos produzido pela cepa antagonista são estáveis às 

temperaturas (25, 70, 100 e 121º C), luz (branca, 254 nm e 365 nm) e pH (entre 3 e 

11), respectivamente não havendo diminuição do efeito inibitório do crescimento 

micelial de S. sclerotiorum (análise de variância não significativo p< 0.05). 

Conhecer a temperatura na qual os metabólitos do antagonista 

estudado são ativos é importante na elaboração de um bioproduto, tendo em vista que 

em muitos casos o armazenamento e o transporte serão em condições de altas 

temperaturas. Após aplicação as biomoléculas serão expostas a altas temperaturas e 

a longos períodos de exposição à luz UV. 

 
Figura 4 - Testes de estabilidade térmica (25 °C; 70 °C; 100 °C; 121 °C) dos metabólitos produzidos 
pela cepa LABIM22 em meio formulado A - Porcentagem de inibição do crescimento micelial de S. 
sclerotiorum em teste de difusão pelo SLC de LABIM22 submetido a diferentes temperaturas. As barras 
de erro representam o desvio padrão com base em 8 repetições. B - Teste de difusão em ágar com S. 
sclerotiorum contra metabólitos de LABIM22 submetidos a diferentes temperaturas. 

A
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A estabilidade frente a um ciclo de autoclavagem (normalmente a 121 

°C e 1 atm por 15 minutos) é importante não apenas por conta de suportar uma 

situação extrema, mas por ser este o método de esterilização utilizado no processo 

do desenvolvimento do produto. 

O pH do solo varia do básico ao ácido de acordo com cada tipo de 

solo e região. Para formulação normalmente o pH é ácido afim de evitar a germinação 

dos esporos da bactéria antagonista. 

Os endósporos, por serem estruturas de resistência permanecem 

viáveis em condições adversas. Se os seus metabólitos são também estáveis nessas 

condições, isso facilitará que o esporo enfrente menos concorrência na colonização 

dos tecidos da planta. 

 
Figura 5 – Testes de estabilidade a diferentes comprimentos de ondas de luz (Luz branca; 254 nm; 
365 nm) dos metabólitos produzidos pela cepa LABIM22 em meio formulado. A - Porcentagem de 
inibição do crescimento micelial de S. sclerotiorum em teste de difusão pelo SLC de LABIM22 
submetido a diferentes comprimentos de ondas de luz. As barras de erro representam o desvio padrão 
com base em 8 repetições. B - Teste de difusão em ágar com S. sclerotiorum contra metabólitos de 
LABIM22 submetidos a diferentes comprimentos de ondas de luz.  

Casos de moléculas resistentes a condições adversas têm sido 

relatados por vários pesquisadores. Ji et al. (2013) estudaram o potencial 

biotecnológico da cepa de B. amyloliquefaciens CNU114001 contra 8 fungos 

fitopatogênicos, dentre os quais, B. cinerea e S. sclerotiorum.  Após verificarem seu 
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bom desempenho como agente antagonista, fizeram a avalição de estabilidade a 

temperatura variando de -25 a 100 °C e luz UV de 254 nm e 365 nm e verificaram que 

seus metabólitos foram estáveis a estas condições. Parte dos metabólitos 

identificados por este grupo de cientistas coincidem com os metabólitos encontrados 

na predição de clusters de antifúngicos presentes no genoma da LABIM22 (item 

3.5.2), sendo estes: fengicina e surfactina. 

Nawaz et al. (2018) obtiveram resultados semelhantes ao do presente 

estudo utilizando a cepa de Bacillus licheniformis OE-04. Seus metabólitos foram 

estáveis a temperatura de 25 a 100 °C e variações de pH entre 5 e 9. 

 

 
Figura 6 – Testes de estabilidade a diferentes pH (3; 4; 5; 6; 7; 8; 9; 10; 11) dos metabólitos produzidos 
pela cepa LABIM22 em meio formulado. A - Porcentagem de inibição do crescimento micelial de S. 
sclerotiorum em teste de difusão pelo SLC de LABIM22 submetido a diferentes faixas de pH. As barras 
de erro representam o desvio padrão com base em 8 repetições. B - Teste de difusão em ágar com S. 
sclerotiorum contra metabólitos de LABIM22 submetidos a diferentes faixas pH.  

3.5.6 PRODUÇÃO DE ÁCIDO INDOL ACÉTICO (AIA) 

A cepa estudada produziu baixa quantidade de AIA, apenas 2,11 

µg/mL. Esse valor é baixo em relação ao encontrado no estudo de Bhutani et al. (2018) 

no qual isolaram 33 bactérias endofíticas de plantas de feijão moyashi (Vigna radiata) 

e verificaram que todas produziam AIA em níveis que variaram de 8,3 a 92,03 µg/mL. 

A 
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Dentre os 33 isolados os melhores foram cepas de Bacillus aryabhattai, B. megaterium 

e B. cereus, demonstrando que o gênero Bacillus é bom produtor de ácido indol 

acético, hormômio essencial ao desenvolvimento fisiológico da planta. 

Em alguns casos bactérias podem produzir AIA como uma forma de 

tolerância a metais pesados como o crômio (Cr) (SAGAR et al., 2012), como 

demonstrado por Shim et al. (2015) que isolaram uma cepa de Bacillus sp. (JH 2-2) 

da rizosfera de uma planta contaminada por metais pesados, a qual reduz o Cr (VI) a 

Cr(III), secretando AIA e consequentemente promovendo o crescimento da planta. A 

síntese de AIA está intimamente ligada à presença do Cr. 

3.5.7 TESTE DE SOLUBILIZAÇÃO DE FOSFATO 

Não houve formação de halo em torno da colônia de LABIM22, 

indicando que, em meio de cultura GL, a cepa em estudo não foi capaz de solubilizar 

fosfato inorgânico (CaHPO4). Para um resultado mais conclusivo é necessário avaliar 

se a cepa em estudo é capaz de solubilizar fosfato com outros meios de cultivo sólidos. 

3.5.8 ATIVIDADE HEMOLÍTICA EM ÁGAR SANGUE 

A Figura 8 mostra que houve atividade hemolítica em ágar sangue por 

parte do SLC da LABIM22. O aparecimento de um halo translúcido em torno do poço 

com um diâmetro médio de 20 mm revela que houve produção de biossurfactante. 

 

 
Figura 7 - Atividade hemolítica em meio ágar sangue com 200 µL de SLC da cepa LABIM22 aplicado 
em cada poço. 
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Vários autores relatam a presença de moléculas da familia da 

surfactina em seus estudos com Bacillus sp.: Ji et al. (2013); Chen et al. (2009) com 

B. amyloliquefaciens; He et al. (2019) com B. subtilis e Karim et al. (2019) com B. 

glycinifermentans. 

A surfactina é um lipopeptídeo cíclico com sete a dez aminoácidos, 

ácidos graxos e cadeia de hidrocarbonetos, o que possibilita variadas formas 

isoméricas. O mecanismo de ação das surfactinas se dá pela característica anfifílica 

e sua capacidade de interação com a membrana celular dos fitopatógenos. Esta 

interação é devido ao seu poder biossurfactante, causando a formação de poros e a 

completa degradação da membrana celular do microrganismo alvo, causando sua 

morte (ONGENA e JACQUES, 2008). 

A atividade desta família de biomoléculas não se limita ao seu poder 

antifúngico, mas também auxilia a bactéria em funções de mobilidade como swarming 

e formação de biofilme. Cepas que não produzem surfactina não costumam formar 

biofilme e não possuem mobilidade (FIRA et al., 2018). 

Além da ação direta nas células de fitopatógenos, a mobilidade 

através de swarming juntamente com a formação de biofilme possibilitam uma 

colonização mais eficiente, o que reflete diretamente no sucesso do biocontrole de 

doenças e na promoção de crescimento de plantas. A produção de surfactina por parte 

da cepa de Bacillus LABIM22 evidencia ainda mais seu potencial biotecnológico.  

3.5.9 CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA 

No ensaio de concentração inibitória mínima foi encontrada o ponto 

de inbição de 100% do crescimento micéliogênico em 500 µg/mL do liofilizado, com 

atividade inibitória decrescendo gradualmente a partir da concentração de 250 µg/mL 

com 82,72% de inbição e 47,93% para 125 µg/mL. Já as doses de 62,5 µg/mL e 31,25 

µg/mL demonstraram atividade parcial, uma vez que as hifas de S .sclerotiorum 

ficaram pouco densas em relação a placa controle. 

Com a confirmação da estabilidade a altas temperaturas e a um ciclo 

de autoclavagem completo (121 °C, 1 atm, 15 min), foi possível utilizar este método 

de esterilização, o que facilitou a metodologia a ser utilizada. 
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As concentrações de completa inibição (100%) com 500 µg/mL e a 

mais próxima a 50% de controle, 250 µg/ml, foram satisfatória e corroboram com 

resultados já publicados por Ji et al. (2013) onde avaliaram a concentração inibitória 

mínima também contra S. sclerotiorum e encontraram um valor de 100% de inbição 

nas faixas de 500 a 100 µg/ml utilizando extrato bruto de Bacillus amyloliquefaciens. 

 
Figura 8 – Concentração inibitória mínima dos metabólitos de LABIM22 contra S. sclerotiorum. A - 
Índice de crescimento micelial em porcentagem (ICM) em função das doses utilizadas (31,25 ug/ml, 
62,5 ug/ml, 125 ug/ml, 250 ug/ml, 500 ug/ml e 1000 ug/ml). Os círculos na curva representam a dose 
utilizada. B – Crescimento micelial de S. sclerotiorum frente aos metabolitos da LABIM22. 
 

3.5.10 GERMINAÇÃO DE ESCLERÓDIO 

Na figura 9 se apresentam os dados de taxa de germinação de 

escleródios (Nº em unidades), estipes (Nº em unidades) e apotécios (Nº em unidades) 

de S. sclerotiorum produzidos com aplicação de metabólitos de LABIM22 em 3 

concentrações diferentes. A germinação foi igual para os escleródios tratados com os 

metabólitos de LABIM22 e o controle com água, havendo efeito deletério apenas no 

tratamento com fungicida químico. Já para o número de estipes a maior dose de 

metabólitos (2 mg/ml) não diferiu do tratamento químico, porém, não teve diferença 

com o controle água. Considerando o número de apotécios formados, as 

31,25 ug/mL 62,5 ug/mL 125 ug/mL 250 ug/mL 500 ug/mL 1000 ug/mL 
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concentrações de metabólitos a 1 e 2 mg/mL tiveram uma média significativamente 

igual ao fungicida químico e menor ao controle com água.  

Impedir a germinação do escleródio é uma forma eficiente de 

assegura a sanidade da lavoura, uma vez que os escleródios ficam viáveis no solo 

por longos períodos e germinam em condições ambientais ideais. Aós germinarem 

emitem as estipes as quais dão origem aos apotécios onde se produzem os 

ascósporos, que são os esporos sexuais que infectam a planta e causam a doença 

(CAMPOS et al., 2010, MEYER, 2013). 

 

 
Figura 9 – Taxa de germinação de escleródios (%), estipes (unidades de estipes formadas) e apotécios 
(unidades de apotécios formados) de Sclerotinia sclerotiorum em teste de escleródios tratados com 
metabólitos de LABIM22 em 3 concentrações (2 mg/mL; 1 mg/mL; 0,5 mg/mL) fungicida químico (Spot 
- 200,00 g/L boscalida + 200,00 g/L dimoxistrobina); meio formulado (MF) e água. As barras de erro 
representam o desvio padrão com base em 5 repetições por tratamento e 20 escleródios por repetição. 
Letras iguais não diferem entre si pelo teste de Tukey. 

 

Qualquer etapa interrompida impedirá o progresso da doença, 

portanto, embora os metabólitos de LABIM22 não tenham inibido a germinação 

carpogênica, houve a redução de 22,2 apotécios no controle com água para 7,2 

apotécios na concentração de LABIM22 a 2mg/mL, o que diminuirá a quantidade de 

ascósporos liberados no ar e por tanto a quantidade de inóculo na lavoura.  
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3.5.11 TRATAMENTO DE SEMENTES DE SOJA COM CÉLULAS E METABÓLITOS DE LABIM22 

Não houve diferença significativa na germinação de sementes de soja 

inoculadas com S. sclerotiorum e tratadas com metabólitos de LABIM22 e fungicidas 

químicos, mas sim com germinação de semente somente inoculada com o fungo. Na 

média o tratamento com LABIM22 e os fungicidas químicos tiveram uma germinação 

de 95,5% para tiofanato metílico + fluazinam; 94% para boscalida + dimoxistrobina; 

91,5% para LABIM22 100g/100kg; 94,5% para LABIM22 200g/100kg e 93,5% para 

LABIM22 300g/100kg em comparação com uma média de 39,5% sementes 

germinadas no tratamento controle, o que representa um aumento de mais de 50% 

para todos os tratamentos (Figura 11). Os resultados indicam também que não há 

efeito fitotóxico do pó molhável a base de LABIM22 na germinação das sementes de 

soja. 

 
Figura 10 – Germinação de sementes de soja inoculadas previamente com Sclerotinia sclerotiorum e 
tratadas com pó molhável a base de LABIM22 LABIM22 nas concentrações de 100g/100kg, 200g/100kg 
e 300g/100kg e fungicidas químicos (tiofanato metílico+fluazinam e boscalida+dimoxistrobina). As 
barras de erro representam o desvio padrão com base em 8 repetições por tratamento. Letras iguais 
não diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). 
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A porcentagem de sementes sadias no controle somente inoculado 

com S. sclerotiorum foi de 2,5%, enquanto na concentrações de 200 e 300 g/100 kg 

de LABIM22 foi de 93% e 94% de sementes sadias respectivamente, não havendo 

diferença significativa quando comparado aos produtos químicos utilizados (Figura 

12). 

Há poucos estudos na literatura sobre  tratamento de sementes com 

Bacillus spp. ou outros gêneros de bactérias para biocontrole de S. sclerotiorum.  

Uma das formas de transmissão da doença para novas áreas pode 

ser o trânsito de maquinários que carregam os propágulos do patógeno, escleródios 

em lotes de semente bem como micélio no interior da semente (HENNING et al., 

2014). Esta última forma de transmissão é de difícil indentificação e controle, portanto, 

o tratamento de sementes que assegura a sanidade da semente tem muita 

importância epidemiológica. 

 

 
Figura 11 – Porcentagem de sementes de soja sadias em teste de germinação de sementes inoculadas 
previamente com Sclerotinia sclerotiorum e tratadas com pó molhável a base de LABIM22 LABIM22 
nas concentrações de 100g/100kg, 200g/100kg e 300g/100kg e fungicidas químicos (tiofanato 
metílico+fluazinam e boscalida+dimoxistrobina). As barras de erro representam o desvio padrão com 
base em 8 repetições por tratamento. Letras iguais não diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). 
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não tratado. Para fermentar a cepa antagonista, os autores utilizaram o meio LB, meio 

ideal para crescimento de biomassa, porém ao estimular o crescimento populacional 

do microrganismo, a síntese de moléculas antifúngicas acaba sendo prejudicada, 

havendo baixa presença destas para o controle da doença (KILANI – FEKI et al., 

2016). 

O sucesso do controle obtido no tratamento de sementes é decorrente 

de uma combinação de metabólitos antifúngicos, os quais irão diminuir a competição 

da cepa antagonista com fitopatógenos para que a mesma tenha tempo o suficiente 

para colonizar e metabolizar mais biomoléculas benéficas para a planta. No genoma 

da LABIM22 estão presentes os clusters de fengicina, bacilibactina e surfactina, e, 

possívelmente, o efeito antagônico obtido no presente trabalho está ligado à presença 

destes compostos. A colonização provavelmente está sendo auxiliada por moléculas 

da família das surfactinas, as quais segundo Fira et al. (2018) auxiliam na mobilidade 

e formação de biofilme, características essenciais para uma boa colonização, além de 

possuir propriedade antagonistas através da interação com a membrana celular dos 

fitopatógenos. 

 
Figura 12 – Teste de germinação de sementes de soja infectadas com Sclerotinia sclerotiorum e 
tratadas com formulações a base de LABIM22 (100g/ 100kg; 200g/ 100 kg e 300g/ 100kg de sementes 
de soja) e fungicidas químicos tiofanato metílico + fluazinam e boscalida + dimoxistrobina. 

O resultado obtido neste experimento corrobora a predição de 

metabólitos secundários (item 3.4.3) contendo  moléculas com conhecido efeito 

antimicrobiano que auxilia no antagonismo e na colonização eficiente da cepa 

LABIM22. 
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3.6 Conclusão 

O sequenciamento da cepa LABIM22 revelou que a mesma pertence 

à espécie Bacillus velezensis. A atividade antifúngica frente aos fungos 

fitopatogênicos Sclerotinia sclerotiorum, Botrytis cinerea, Macrophomina phaseolina e 

Rhizoctonia solani foi mais eficiente quando LABIM22 foi cultivada em meio MF. O 

tratamento de sementes de soja, previamente infectadas com S. sclerotiorum, com pó 

molhável a base de LABIM22 mostrou controle eficiente do mofo branco, comparável 

àquele obtido com os fungicidas químicos utilizados como controle (tiofanato 

metílico+fluazinam e boscalida+dimoxistrobina). A atividade antagonista in vitro e o 

sucesso de biocontrole do mofo branco in vivo sugere uma ação antagonista ligada 

às moléculas de fengicina, surfactina e bacilibactina produzidas pela cepa LABIM22. 

Essa moléculas bioativas foram preditas a partir da identificação dos biosynthetic gene 

clusters após o sequenciamento do genoma da cepa LABIM22 de B. velezensis.  
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4 Artigo B 

ANTAGONISMO IN VITRO DA CEPA DE Bacillus velezensis LABIM22 FRENTE 
A Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli E Fusarium solani. 

4.1 Resumo 

Os fungos Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli, causador da murcha de fusarium e 

Fusarium solani, agente causal da podridão radicular seca causam danos expressivos 

na cultura do feijão. Uma alternativa eficiente e de baixa agressividade ao meio 

ambiente e á saúde humana é o uso do controle biológico usando fungos e bactérias 

antagonistas. O objetivo deste trabalho foi investigar o potencial antagonista contra F. 

oxysporum f. sp. phaseoli e F. solani da cepa de Bacillus velezensis LABIM22. O 

antagonismo in vitro foi investigado pelo teste de cultura dupla no qual LABIM22 

apresentou 72% e 75% de inibição de crescimento micelial de F. oxysporum f. sp. 

phaseoli e F. solani 145, respectivamente. Para determinar o melhor meio de cultivo 

para otimização da produção de metabólitos secundários, foram testados o meio Luria 

Bertani (LB); LB+ micronutrientes (LB+M) e o meio formulado (MF - formulação em 

pedido de patente). O MF apresentou inibição superior quando comparado com os 

demais meios, portanto foi utilizado como meio padrão para cultivo. No experimento 

de estabilidade térmica e pH, observou-se que os metabólitos de LABIM22 foram 

estáveis. Já para variação de comprimentos de ondas de luz houve um incremento de 

5% de inibição no comprimeto de onda de 365 nm. A concentração inbitória mínima 

revelou que uma concentração de 1000 ug/mL foi capaz de inibir 51% do crescimento 

micelial de F. oxysporum. Este conjunto de dados evidenciam o potencial 

biotecnológico da cepa LABIM22 como agente de controle biológico contra 

F.oxysporum f. sp. phaseoli e F. solani. 

 

Palavras chave: Antagonismo, controle biológico, feijão. 
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4.2 Abstract 

Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli, which causes fusarium wilt and 

Fusarium solani, the causal agent of dry root rot, causes significant damage to the 

bean crop. An efficient and low-aggressive alternative to the environment and human 

health is the use of biological control using fungi and antagonistic bacteria. The aim of 

this work was to investigate the potential antagonist against F. oxysporum f. sp. 

phaseoli and F. solani from the Bacillus velezensis LABIM22 strain. in vitro antagonism 

was investigated by the double culture test in which LABIM22 showed 72% and 75% 

mycelial growth inhibition of F. oxysporum f. sp. phaseoli and F. solani 145, 

respectively. To determine the best culture medium to optimize the production of 

secondary metabolites, the Luria Bertani (LB) medium was tested; LB + micronutrients 

(LB + M) and the formulated medium (MF - formulation in patent application). The MF 

showed superior inhibition when compared to the other media, so it was used as a 

standard medium for cultivation. For the thermal stability and pH experiment, where it 

was observed that the metabolites of LABIM22 were stable, with no significant 

difference by the Tukey test. As for the variation in light wavelengths, there was an 

increase of 5% in the 365 nm range. The minimum inhibitory concentration revealed 

that a concentration of 1000 µg/mL was able to inhibit 51% of the mycelial growth of 

F. oxysporum. This data set shows the biotechnological potential of the strain LABIM22 

as a biological control agent against F.oxysporum f. sp. phaseoli and F. solani. 

 

Keywords: Antagonism, Common bean, Fusarium spp. 
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4.3 Introdução 

O feijão é um alimento básico na dieta do brasileiro, sendo para muitos 

a principal fonte de proteínas com um consumo médio de 3,05 milhões de toneladas 

no país. Seu ciclo curto possibilita o cultivo em basicamente 3 épocas: de setembro a 

novembro (feijão das águas), janeiro a março (safra da seca) e maio a julho (safra de 

inverno ou terceira época). Para a primeira safra de 2020 é estimada uma área de 

904,7 mil hectares, plantio reduzido em comparação com a última safra, explicado 

pela competição de preços com soja e milho, além de coincidir com épocas chuvosas 

na colheita, o que acarreta em uma menor qualidade do produto. Já para a segunda 

safra a área estimada é de 1.4 milhões de hectares e 597,8 mil hectares para a terceira 

safra (CONAB, 2020). 

Com uma produção que se estende de norte a sul do país e nas mais 

diferentes épocas do ano, um dos entraves na produtividade da cultura é o 

aparecimento de doenças. Dentre os patógenos que causam prejuízos enconômicos, 

os fungos que habitam o solo se destacam não apenas pelos danos, mas também 

pela dificuldade de implementação de tratamentos químicos e culturais, sendo de 

grande importância a adoção de diferentes formas de controle. 

Fungos do gênero Fusarium estão entre os fitopatógenos habitantes 

do solo de importância econômica, como Fusarium solani, agente causal da podridão 

radicular seca. O patógeno é favorecido em condições de solo compactado, baixas 

temperaturas e alta umidade. Os sintomas se iniciam na raiz e no hipocótilo de 

plântulas ou plantas jovens em forma de estrias verticais com coloração avermelhada. 

A doença evolui com o aparecimento de lesões irregulares, avermelhadas, que 

quando coalescem se tornam marrons, atingindo a superfície do solo. O patógeno 

destrói o sistema radicular, podendo acometer toda raiz, impedindo a absorção de 

água e consequentemente as demais atividades fisiológicas. O tratamento de 

sementes pode impedir o avanço da doença para novas áreas ou proteger as plântulas 

após a germinação. O uso de cultivares com maior volume de raiz, semeadura mais 

rasa, menor número de plantas no stand e solo bem drenad são medidas de controle. 

(WENDLAND et al., 2016; WENDLAND et al., 2018). 

O fitopatógeno Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli, causador da 

murcha de fusarium em plantas de feijão é mais expressiva economicamente no 

plantio da seca. O patógeno infecta o hospedeiro pela raiz e coloniza o tecido em 
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direção ao xilema. Os principais sintomas da doença são: folhas cloróticas que secam 

e senescem com o tempo, murcha generalizada principalmente na época de 

enchimento de vagens. Em plantas mais jovens o crescimento fica reduzido e em 

casos de colonização severa a planta morre. Em condições de alta umidade há o 

aparecimento de micélio rosado no caule da planta, o que indica a produção de 

conídios pelo fitopatógeno. A severidade da doença aumenta em presença de 

nematoides como Meloidogyne spp. e Pratylenchus spp., os quais causam ferimentos 

na raiz, facilitando a infecção pelo F. oxysporum f. sp. phaseoli. Como medida 

preventiva de controle, o uso de sementes sadias ou tratamento químico das mesmas, 

semeadura rasa, plantio em épocas de altas temperatura e solo profundo são 

importantes para assegurar a sanidade da lavoura. Outras medidas possíveis é o uso 

de variedades resistentes, rotação de cultura com gramíneas, evitando sempre 

plantas hospedeiras (WENDLAND et al., 2018). 

As formas de controle culturais e com produtos químicos sintéticos 

que têm sido comumente utilizadas são eficazes quando utilizadas de forma correta. 

Contudo, o controle biológico tem sido uma alternativa a implementar se utilizar no 

manejo integrado de doenças, aumentando a eficácia de controle, diminuindo riscos 

ambientais e à saúde humana (RAUT e KARUPPAYIL, 2014). 

Dentre os microrganismos utilizados para biocontrole de doenças de 

plantas, as bactérias dos gêneros Pseudomonas e Bacillus estão entre as mais 

frequentemente estudadas. Bactérias pertencente ao gênero Bacillus são aeróbias ou 

anaeróbias facultativas, podem utilizar várias fontes de carbono para seu crescimento 

além de formarem endósporos (MADIGAN et al., 2016). A formação de endósporos, 

que são estruturas de resistência, é a característica deste gênero com que possibilita 

sua sobrevivência e colonização rizosférica. A capacidade de biossintetizar 

metabólitos secundários com atividade antimicrobiana é de interesse para o 

desenvolvimento de bioprodutos para a agrícultura (BAPTISTA et al., 2018; PAZ et 

al., 2018). 

O objetivo deste trabalho foi investigar a atividade antagonista in vitro 

da cepa LABIM22 contra Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (FOP06) e Fusarium 

solani (FUS145 e FUS234), bem como otimização de meio de cultivo para maximizar 

a produção de moléculas bioativas e avaliar a estabilidade de seus metabólitos frente 

a fontes de estresse. 
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4.4 Materiais e Métodos 

4.4.1 MICRORGANISMOS 

A cepa LABIM22 foi isolada no Laboratório de Biotecnologia 

Microbiana (LABIM) localizado na Universidade Estadual de Londrina (UEL) a partir 

de uma amostra ambiental do solo. Este microrganismo se encontra depositado na 

coleção do LABIM. A ativação da cepa a partir da solução estoque foi realizada em 

meio Lúria Bertani ágar (LBA) a 28 °C por 24 h. 

O presente microrganismo foi obtido através de um screening onde 

foram testadas um total de 9 cepas provenientes de uma amostra ambiental do solo. 

Através do desafio por cultura dupla indentificou se LABIM22 como o microrganismo 

com maior potencial biotecnológico dentre as bactérias testadas. 

Os fitopatógenos utilizados para os experimentos serão Fusairum 

solani 145, Fusarium solani 234 e Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli 06, os quais 

estão mantidos na coleção da professora Dra. Maria Isabel Balbi-Peña no Laboratório 

de Fitopatologia da Universidade Estadual de Londrina. O cultivo dos fungos 

fitopatógenos foi realizado em meio de cultivo batata dextrose ágar (BDA), a 25 °C e 

fotoperíodo de 12/12 h. 

4.4.2 ANTAGONISMO DIRETO POR CULTURA DUPLA 

O microrganismo foi ativado como já mencionado no item 4.4.1 e feito 

um segundo cultivo em LBA e incubado em B.O.D a 28 °C por 24 h. Após este período, 

com o auxílio de uma alça bacteriológica o antagonista foi inoculado nas bordas da 

placa de petri contendo meio BDA. No centro centro desta mesma placa foi adicionado 

um disco micelial de 6 mm de diâmetro do fitopatógeno (Fusairum solani 145, 

Fusarium solani 234 e Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli 06). Como controle utilizou 

se placas de BDA contendo apenas o disco micelial do patógeno inoculado ao centro. 

O experimento foi incubado em B.O.D a 25 °C com fotoperíodo de 12/12 h. Após 7 

dias foi avaliado o crescimento micelial em milímetros (mm) com auxílio de paquímetro 

e calculado a porcentagem de inibição através da seguinte fórmula (YAHYAZADEH et 

al., 2008): 
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 ICM (%) = [𝑑𝑐 − 𝑑𝑡𝑑𝑐 ] × 100 

 

Onde:  

ICM = Porcentagem de inibição do crescimento micelial 

dc = diâmetro médio da colônia no controle (mm) 

dt = diâmetro médio da colônia de cada tratamento (mm) 

O delineamento do experimento será inteiramente casualizado com 8 

repetições. O experimento será repetido. 

4.4.3 CULTIVO LÍQUIDO DA CEPA LABIM22 

O pré-inóculo foi preparado a partir de colônias puras (obtidas 

conforme descrito no item 4.4.1), as quais foram suspensas em salina (0,85% cloreto 

de sódio) e ajustada para 0,5 na escala de McFarland (1.5 × 108 UFC/mL). O inóculo 

foi preparado a partir de 30 uL dessa suspensão bacteriana, as quais foram 

transferidas para um frasco erlenmeyer de 125 mL contendo 30 mL de caldo LB e 

incubado a 28 °C por 24 h a 125 rpm (Shaker orbital Tecnal - TE 422, Brasil). Para 

fermentação alíquotas de 1% (v:v) do inóculo foi adicionado aos seguintes meios de 

cultivo: Meio 1 (LB): caldo LB (g L-1: triptona 10.0, extrato de levedura 5.0, NaCl 5.0, 

pH 6.8-7.0). Meio 2 (LB + M): caldo LB + Micronutrientes (g L-1: triptona 10.0, extrato 

de levedura 5.0, NaCl 5.0, diferentes micronutrientes -formulação em pedido de 

patente, pH 6.8-7.0). Meio 3 (MF): caldo formulado (meio composto por fontes de 

carbono, nitrogênio e diferentes micronutrientes – formulação em pedido de patente). 

Após inoculação as amostras foram incubadas em agitadora orbital em disposição 

aleatória a 200 rpm a 28 °C por 72 h. Após a produção o fermentado foi centrifugado 

a 9000 rpm por 10 min a 4 °C e posteriormente filtrado em membranas de 0,22 µm 

afim de se obter o  sobrenadante livre de células (SLC). 
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4.4.4 TESTE DE DIFUSÃO EM ÁGAR  

Os fitopatógenos foram cultivados em meio BDA em placas de Petri 

de 90 mm de diâmetro e incubados a 25 °C com fotoperíodo de 12/12 h. Foi retirado 

um disco micelial de 6 mm de diâmetro de uma colônia fúngica de 5 dias de 

crescimento dos fitopatógenos (F. solani 145, F. solani 234 e F. oxysporum f. sp. 

phaseoli 06) e inoculado ao centro da placa. 

Poços de 6 mm de diâmetro foram perfurados em placas de petri 

contendo BDA e aplicados 200 µL do SLC proveniente de cada meio de cultivo 

descrito no item 4.4.3. Como controle utilizou se placas de BDA contendo apenas o 

disco micelial do patógeno (F. solani 145, F. solani 234 e F. oxysporum f. sp. phaseoli 

06) inoculado ao centro da placa de Petri. O experimento contou com 8 repetições. 

Este experimento foi realizado duas vezes. 

4.4.5 AVALIAÇÃO DE ESTABILIDADE A TEMPERATURA, LUZ E PH DOS METABÓLITOS DA 

CEPA LABIM22 

O cultivo líquido da cepa antagonista foi realizado como descrito no 

item 4.4.3. Para os próximos experimentos apenas o meio de cultivo MF foi utilizado. 

O fermentado foi centrifugado a 9000 rpm por 10 min a 4 °C e utilizado o sobrenadante 

para os teste de estabilidade. 

Amostras do sobrenadante foram submetidos a temperatura de 70 °C 

e 100 °C (banho maria, TECNAL, Brasil), por 30 minutos e 121 °C por 15 min 

(autoclave, Prismatec, Brasil), uma alíquota sem tratamento térmico foi considerada 

como controle.(25 °C). Após os tratamentos o sobrenadante foi esterilizado em 

membranas de 0,22 μm e avaliada sua atividade conforme o item 4.4.4. 

Para avaliar sua estabilidade a diferentes comprimentos de ondas de 

luz, o sobrenadante foi exposto a faixas de onda de luz de 365 nm, 254 nm e luz 

branca por 30 minutos a uma distância de 15 cm da fonte luminosa. Após o tratamento 

as amostram foram esteilizadas com membrana de celulose de 0,22 μm e testada 

conforme o item 4.4.4. 

A estabilidade a variações de pH foram feitas com as faixas de pH de 

3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, e 11,0 e mantidos a 4 ºC por 24 h, para ajustar a faixa de pH 
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desejada utilizou se HCl 1 M ou NaOH 1 M. Após este período todas as amostras 

foram ajustadas novamente para pH 7 e esterilizadas em filtros de celulose com 

membrana de 0,22 μm e testadas conforme o item 4.4.4. 

Cada experimento foi realizado separadamente. O deliamento 

experimental foi inteiramente casualizado com 8 repetições para cada tratamento. 

Todos os testes de estabilidade foi realizado apenas com F. oxysporum 06. Todos os 

experimentos foram realizados 3 vezes. 

4.4.6 CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA 

Para a obtenção do fermentado foi seguido a mesma metodologia já 

citada no item 4.4.3. Ao final do processo fermentativo o sobrenadante o SLC foi 

liofilizado (modelo L101 – Liobras). Uma alíquota de 200 mg do material resultante da 

liofilização foi diluído em 2 ml de água destilada, resultando em uma concentração de 

100.000 µg/ml e diluídas para obtenção das concentrações de, 50.000 µg/ml, 25.000 

µg/ml, 12.500 µg/ml, 62.50 µg/ml e 31.250 µg/ml. Após esta etapa uma alíquota de 

1ml de cada concentração foi adiciona a 99 ml de BDA e autoclavado por 121 °C a 1 

atm por 15 minutos. Como controle foi utilizado o meio BDA sem adição de nenhum 

tratamento. Após autoclavagem foram vertidos 10 ml de cada tratamento em placas 

de petri de 60 mm de diâmetro e inoculado um disco micelial de F. oxysporum f. sp. 

phaseoli 06 ao centro e incubado em B.O.D a 25 °C por 7 dias. O experimento contou 

com 4 repetições por dose. O ensaio foi realizado duas vezes. 

4.5 Resultados e DISCUSSÃO 

4.5.1 ANTAGONISMO DIRETO POR CULTURA DUPLA 

O teste de antagonismo direto revelou que a cepa LABIM22 possui 

atividade antagonista frente aos três isolados confrontados (Figura 14), não tendo 

diferença significativa entre os patógenos pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.  

A cepa em estudo foi identificada por Higashi et al., (2020) como 

sendo do gênero Bacillus. 
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Microrganismos possuem a habilidade de habitar desde o ambiente 

mais hostil, até o mais favorável. As interações entre estes seres vivos são complexas 

e podem ser favoráveis para ambos ou interações antagônicas onde um organismo 

pode inibir o desenvolvimento de outro (FIRA et al., 2018). 

A cepa LABIM22 apresenta boa atividade antagônica frente a fungos 

fitopatogênicos filamentosos, além de produzir surfactina e AIA em baixa quantidade, 

como relata Higashi et al. (2020) em seu estudo. 

 
Figura 13 – Teste de antagonismo direto entre a cepa antagonista LABIM22 e os fitopatógenos 
Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli 06, Fusarium solani 145 e F. solani 234. A - Porcentagem de 
inibição (%) no teste de cultura dupla entre LABIM22 e os fungos fitopatogênicos. As barras de erro 
representam o desvio padrão com base em 4 repetições. Letras iguais nas colunas não diferem entre 
si pelo teste de Tukey. B - Porcentagem de inibição do crescimento micelial de cada isolado de 
Fusarium sp.  
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Outras substâncias como solubilizadores de fosfato e sideróforos, que 

estimulam o desenvolvimento da planta resultando em um maior crescimento vegetal 

também são comumente relatados. No estudo de Sabaté et al. (2017) constataram 

que a cepa B14 de Bacillus amyloliquefaciens  inoculada em sementes de feijão 

aumentava sua germinação em 10%, e produziram plantas que apresentavam raízes 

2 cm maiores e parte aérea 6 cm maiores quando comparadas com sementes não 

tratadas com a bactéria, além de apresentarem um bom antagonismo contra 

Sclerotium rolfsii, Sclerotinia sclerotiurum, Rhizoctonia solani, Fusarium solani e 

Macrophomina phaseolina. 

Dorjey et al. (2018) estudaram 24 rizobactérias isoladas de diferentes 

culturas, e, dentre estes microrganimos, a cepa I21 foi identificada como Bacillus 

cereus e utilizada para tratamento de sementes de feijão contra F. oxysporum f. sp. 

phaseoli o qual diminuiu a incidência da doença de 42,36% para 17,36%, concluindo 

que a cepa é um bicontrolador em potencial. 

Cucu et al. (2020) testaram a cepa QST713 de Bacillus subtilis contra 

F. oxysporum f. sp. lycopersici em aplicação preventiva por pulverização no solo onde 

plantou-se tomate e observaram uma redução de 70% da murcha de fusarium quando 

comparado com solo não tratado. 

Yuan et al. (2012) concluíram que a cepa NJN-6 de Bacillus 

amyloliquefaciens inibe o crescimento micelial e a germinação de esporos de F. 

oxysporum f. sp. cubense através de 11 compostos voláteis produzidos pelo 

antagonista. 

4.5.2 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIFÚNGICA DO SLC 

O meio de cultivo MF estimulou a cepa LABIM22 a sintetizar uma 

quantidade maior de compostos antifúngicos quando comparados com LB e LB+M, 

havendo diferença significativa entre os meios pelo teste de Tukey. O mesmo foi 

observado para todos isolados confrontados (Figura 15). No caso de F. oxysporum f. 

sp. phaseoli 06 se deu a maior diferença entre LB e LB+M (26% de inibição) em 

comparação ao MF (49% de inbição) com uma porcentagem de inbição quase duas 

vezes maior.  

Esta diferença de porcentagem se deve ao fato de o meio LB ser 
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menos estressante e por não possuir co-fatores enzimáticos como ferro, magnésio e 

manganês. Contudo o meio menos estressante foi também o que produziu a maior 

biomassa (dados não publicados). 

Segundo Kilani – Feki et al. (2016), um meio que favorece uma maior 

biomassa compromete a síntese de metabólitos antifúngicos, fato observado ao 

estudarem 13 meios com composição diferente para fermentar Bacillus e verificar sua 

atividade frente a fungos filamentosos. 

 

 
Figura 14 – A - Porcentagem de inibição do crescimento micelial de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli 
06, Fusarium solani 145 e F. solani 234 em teste de difusão pelo SLC de LABIM22 cultivado nos meios 
de cultivo LB (Lúria Bertani), LB+M (Lúria Bertani acrescido de micronutrientes) e MF (meio formulado 
a base de fonte de carbono, nitrogênio e micronutrientes). As barras de erro representam o desvio 
padrão com base em 8 repetições por patógeno. Letras iguais não diferem entre si para o mesmo 
patógeno pelo teste de Tukey. B - Teste de difusão em ágar com F. oxysporum 06 vs. metabólitos de 
LABIM22 sintetizados nos três meios de cultivo.  
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A influência da composição do meio de cultura não se resume a 

quantidade de biomassa e antifúngicos, atua também sobre a esporulação, bem como 

o tamanho e formato das mesma. Esta interação é tão complexa que pode variar entre 

espécies diferentes de Bacillus, como explica Xu Zhou et al. (2017), em seu estudo 

com duas espécies de Bacillus spp, cereus e megaterium, em que concentração de 

sais inorgânicos cada vez maiores exerceram mudanças diferentes para cada 

espécie, onde para B. cereus houve apenas pequenas diferenças de tamanho, já para 

B. megaterium alterou não só a sua forma de arredondada para alongada como 

também aumentou seu tamanho em torno de 30%. 

Fatores como pH mais alcalino e temperaura maior reduziram o 

volume dos esperos de ambas espécies em 25%. Portanto, a depender do que se 

deseja, um meio de cultivo bem ajustado faz muita diferença. 

Fontes de carbono e nitrogênio para cultivo de Bacillus spp., é um dos 

principais custos no processo de fermentação industrial. Quanto mais açúcar 

disponível a um custo menor, mais rentável economicamente se torna o meio de 

cultivo. Navarro – Mtz et al. (2019) estudaram o processamento de farelo de soja, um 

substrato rico em proteína e açúcar bastante utilizado para fermentação de vários 

microrganismos, porém, sendo necessária a moagem para disponibilizar o açúcar. 

Após a processo de moagem, a quantidade de açúcar disponível aumentou em 34,1 

vezes, refletindo diretamente na produção de biomassa. 

O meio de cultivo MF conta com maiores teores de carbono e 

nitrogênio bem como diferentes micronutrientes , que causam um estresse controlado 

na cepa LABIM22, resultando em uma maior quantidade de moléculas bioativas contra 

os fitopatógenos testados. 

4.4.3 AVALIAÇÃO DE ESTABILIDADE A TEMPERATURA, LUZ E PH DOS METABÓLITOS DA 

CEPA LABIM22 

As figuras 15, 16 e 17 mostram os resultados das análises de 

estabilidade revelando que os metabólitos produzido pela cepa LABIM22 são estáveis 

às temperaturas (25, 70, 100 e 121º C) e pH (entre 3 e 11), não havendo diminuição 

do efeito inibitório do crescimento micelial de F. oxysporum f.sp. phaseoli nem das 

cepas de F. solani (análise de variância não significativo p< 0.05). 
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Os metabólitos de LABIM22, quando expostos ao comprimento de 

365 nm, apresentaram um incremento de atividade com uma média de 43% de 

inibição do crescimento micelial, enquanto que para luz branca e comprimento de 254 

nm as médias de inibição foram de 39% e 38%, respectivamente. 

Segundo estudos de Higashi et al. (2020) a cepa LABIM22 possui em 

seu genoma clusters que codificam antifúngicos como a fengicina, surfactina e 

bacilibactina e antibacterianos como a dificidina, macrolactina, bacilysina e bacilaene. 

Nesse mesmo estudo testaram a estabilidade a diferentes temperaturas, 

comprimentos de onda e pH das moléculas produzidas por LABIM22 em meio de 

cultivo MF contra S. sclerotiorum, e observaram que estas moléculas foram estáveis, 

não havendo perda de atividade antifúngica. 

Zhang et al. (2017), em seus estudos com a cepa Z-14 de Bacillus 

subtilis, testaram a estabilidade a temperatura e pH utilizando o fungo 

Gaeumannomyces graminis var. tritici como bioindicador. Estes autores observaram 

que seus metabólitos foram estáveis a temperaturas de 40 °C, 60 °C e 80 °C, porém 

a 100 °C houve perda de 11,8% de atividade. Quanto ao pH houve estabilidade na 

faixa de 3 a 8, porém em condições de meio alcalino (pH = 11) houve uma diminuição 

de 86,6% de atividade. A principal molécula identificado pelos autores foi a iturina, 

molécula que não foi detectada no genoma da LABIM22 por Higashi et al. (2020). 
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Figura 15 – Teste de estabilidade térmica sob temperaturas de 25 °C; 70 °C; 100 °C; 121 °C dos 
metabólitos produzidos pela cepa LABIM22 em meio formulado. A - Porcentagem de inibição do 
crescimento micelial de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli 06, em teste de difusão pelo SLC de 
LABIM22 submetido a diferentes temperaturas. As barras de erro representam o desvio padrão com 
base em 8 repetições. B - Teste de difusão em ágar com F. oxysporum f. sp. phaseoli 06 contra 
metabólitos de LABIM22 submetidos a diferentes temperaturas.  

 

Por outro lado, as moléculas de surfactina e fengicina presentes no 

genoma da LABIM22 (HIGASHI, 2020), foram relatadas por outros autores como 

termoestáveis. Rawal e Keharia (2019) extraíram lipopeptídeos da cepa AB30a de 

Bacillus amyloliquefaciens por precipitação ácida e testaram sua estabilidade a alta 

temperatura, utilzando como bioindicador de atividade antifúngica Aspergillus niger e 

observaram que mantinha sua atividade mesmo após um ciclo de autoclavagem (15 

min e 1 atm por 15 min). Estes pesquisadores relatam ainda que os lipopeptídeos 

extraídos pertenciam à família das iturinas, fengicinas e surfactinas, estas duas 

últimas também presentes no SLC produzido por LABIM22 no presente estudo. 
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Figura 16 – Teste de estabilidade a diferentes comprimentos de onda de luz (Luz banca; 254 nm; 365 
nm) dos metabólitos produzidos pela cepa LABIM22 em meio formulado. A - Porcentagem de inibição 
do crescimento micelial de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli 06, em teste de difusão pelo SLC de 
LABIM22 submetido a diferentes comprimentos de ondas de luz. As barras de erro representam o 
desvio padrão com base em 8 repetições para cada experimento.B - Teste de difusão em ágar com F. 
oxysporum 06 contra metabólitos de LABIM22 submetidos a diferentes comprimentos de ondas de luz. 
 

Os metabólitos de LABIM22 quando produzidos em meio de cultivo 

MF são estáveis em uma ampla faixa de temperaturas (25 °C, 70 °C, 100 °C e 121 °C 

1 atm), comprimentos de onda (245 nm, 365 nm e luz branca) e pH (3 a 11). Conhecer 

a temperatura na qual os metabólitos do antagonista estudado são ativos é importante 

na elaboração de um bioproduto, tendo em vista que em muitos casos o 

armazenamento e o transporte serão em condições de altas temperaturas. Após 

aplicação a campo, as biomoléculas serão expostas a altas temperaturas e a longos 

períodos de exposição à luz UV. 

A estabilidade frente a um ciclo de autoclavagem (normalmente a 121 

°C e 1 atm por 15 minutos) é importante por ser este o método de esterilização 

utilizado no processo do desenvolvimento do produto, dispensando o uso de filtros, 

que além de representarem maior custo, também exigem maior cuidado em sua 

manipulação. 
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Figura 17 – Teste de estabilidade a diferentes faixas de pH (3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, e 11) dos metabólitos 
produzidos pela cepa LABIM22 em meio formulado. A - Porcentagem de inibição do crescimento 
micelial de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli 06, em teste de difusão pelo SLC de LABIM22 
submetido a diferentes faixas de pH. As barras de erro representam o desvio padrão com base em 8 
repetições para cada experimento. B - Teste de difusão em ágar com F. oxysporum f. sp. phaseoli 06 
contra metabólitos de LABIM22 submetidos a diferentes faixas de pH. 

 

4.4.4 CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA (MIC) 

A concentração de 1000 ug/mL, a maior utilizada, foi capaz de inibir 

apenas 51% do crescimento micelial, enquanto a concentração de 500 ug/mL 

apresentou 29,58%, as demais concentrações (250 ug/mL; 125 ug/mL; 62,5 ug/mL; e 

31,25 ug/mL) não apresentaram qualquer sinal de atividade antifúngica. Dados 

apresentados no figura 18. 

Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli se mostrou menos sensível aos 

metabólitos de LABIM22 se comparado a S. sclerotiorum como demonstrado por 

Higashi et al. (2020). 
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Figura 18 – Concentração inbitória mínima dos metabólitos de LABIM22 produzidos em meio de cultivo 
MF contra F. oxysporum f. sp. phaseoli. A - Índice de crescimento micelial em porcentagem (ICM) em 
função das doses utilizadas (31,25 ug/ml, 62,5 ug/ml, 125 ug/ml, 250 ug/ml, 500 ug/ml e 1000 ug/ml). 
Os círculos na curva representam a dose utilizada. B – Crescimento micelial de F. oxysporum f. sp. 
phaseoli frente aos metabolitos da LABIM22. 
 

No teste de antagonismo direto foram obtido médias acima de 70% 

de inbição, já no teste com o SLC a média de inbição foi inferior a 50%, o que coincide 

com a alta dosagem (1000 ug/mL) necessária para inibir apenas 51% do crescimento 

micelial do patógeno. A diferença entre as porcentagens de inibição do crescimento 

micelial do antagonismo direto (70%), SLC e MIC (ambos 50 %) se deve ao fato da 

velocidade de crescimento do fitopatógeno em questão ser lenta, demorando 7 dias 

para tomar uma placa de petri de 90 mm de diâmetro. Já a cepa LABIM22 além de 

boa colonizadora possui um crescimento mais acelerado em relação ao patógeno 

utilizado, dando tempo de colonizar o meio e sintetizar seus compostos antifúngicos, 

portanto quando utilizado suas células, as mesmas irão crescer rapidamente em 

direção ao fitopatógeno, aumentando a porcentagem de inibição do crescimento 

micelial (Higashi et al., 2020). 

Zhao et al. (2013) isolaram fengicina de uma cepa de Bacillus 

amyloliquefaciens e determinaram a concentração inbitória mínima desta molécula 

frente a F. oxysporum, utilizando as concentrações de 1000 ug/mL; 500 ug/mL; 250 
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ug/mL; 125 ug/mL; 62,5 ug/mL; 31,25 ug/mL; 15,625 ug/mL e 7,8125 ug/mL e 

obtiveram inbição de 100% até concentração de 31,25 ug/mL.  

No presente trabalho não foi alcançado a inbição de 100% utilizando 

apenas o extrato bruto liofilizado. Espera-se que utilizando um método de purifcação 

e utilizando frações purificadas seria possível chegar a porcentagens maiores de 

inbição de F. oxysporum e F. solani com a cepa LABIM22. 

4.6 Conclusão 

A cepa LABIM22 de Bacillus sp. apresentou atividade fungitóxica em 

teste de cultura dupla contra Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (FOP06) e Fusarium 

solani (FUS145 e FUS234). Quando LABIM22 foi cultivada em meio de cultivo MF 

(formulação em pedido de patente), expressou uma atividade antifúngica contra F. 

solani 06 49% maior que quando cultivada em meio LB. Seus metabólitos se 

mostraram estáveis às variações de temperatura, luz e pH. A concentração de 1000 

ug/mL foi capaz de inibir 51% do crescimento micelial de F. oxysporum f. sp. phaseoli. 

Estes fatos evidenciam o potencial da cepa de Bacillus LABIM22 

como agente de biocontrole frente a F. oxysporum f. sp. phaseoli e F. solani. 

5 Conclusões gerais 

A cepa LABIM22 foi identificada como Bacillus velezensis. A atividade 

antagonista in vitro observada frente a todos os fungos fitopatógenos utilizados no 

estudo e o sucesso de biocontrole do mofo branco in vivo sugere uma ação 

antagonista ligada às moléculas de fengicina, surfactina e bacilibactina produzidas 

pela cepa LABIM22. Essa moléculas bioativas foram preditas a partir da identificação 

dos biosynthetic gene clusters após o sequenciamento do genoma da cepa LABIM22 

de B. velezensis. O controle de 94% do mofo branco em sementes de soja sustentam 

os resultados obtidos em análises in silico e in vitro, evidenciando a ação da surfactina 

na colonização da superfície de sementes de soja juntamente com a atividade 

fungitóxica da fengicina. A coerência entre os resultados das análises in silico, in vitro 

e in vivo sugerem o potencial biotecnológico da cepa de Bacillus LABIM22 para seu 

uso como agente de biocontrole de doenças fúngicas em plantas. 
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