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RESUMO 
 
 

O desenvolvimento de produtos biológicos vem crescendo devido a vários fatores, 

entre eles a conscientização ambiental, a preocupação com a saúde humana e a 

seleção cada vez mais comum de patógenos resistentes aos produtos químicos 

sintéticos. Dentre os gêneros estudados para o desenvolvimento de produtos 

biológicos, o gênero Bacillus spp. tem se destacado devido a produção de muitas 

moléculas antimicrobianas e a resistência em condições ambientais adversas pela 

formação de endósporos. Nesse contexto o objetivo do estudo foi identificar a cepa 

B. velezensis LABIM40 para realizar análises in silico, envolvendo comparações 

filogenômicas e a predição dos metabólicos secundários. Paralelamente, análises in 

vitro também foram realizadas para caracterização da atividade antifúngica de 

LABIM40, para isso, os ensaios foram conduzidos com os fungos: Sclerotinia 

sclerotiorum (SS), Macrophomina phaseolia (MP) e Botrytis cinerea (BC).  As 

melhores condições de cultivo, a estabilidade aos valores de temperatura, pH e luz e 

a concentração inibitória mínima (CIM) foram avaliadas. Além dessas análises, o 

efeito do sobrenadante de LABIM40 no micélio fúngico de SS foi visualizado em 

Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV). O resultado do sequenciamento indicou 

que LABIM40 pertence ao grupo B.velezensis e as análises de comparação 

mostraram uma alta similaridade com outras cepas com potencial biotecnológico já 

descrito. Os dados de predição do genoma de LABIM40 indicaram a presença de 33 

BGCs (Biosynthetic Gene Clusters), dessas, 11 apresentaram algum nível de 

similaridade com alguma BGC já depositada na base de dados do Minimum 

Information about Biosynthetic Gene clusters (MiBiG). O sobrenadante de LABIM40 

apresentou ter grande potencial antifúngico ao inibir mais de 60 % os fungos 

testados, não perdendo a atividade nos parâmetros de temperatura, pH e luz, no 

entanto a atividade caiu ao ser submetido as temperaturas de 70, 100 e 121 °C. Os 

dados da CIM foram 1,2% para SS, 2,5% MP e 20% para BC e alterações 

estruturais nas hifas de SS ao ser tratada com o sobrenadante livre de células 

também foram visualizadas, concluindo que B. velezensis LABIM40 produz 

metabólitos antifúngicos com estabilidade nos parâmetros testados, caracterizando 

os seus compostos para o uso em diferentes condições ambientais, sendo, portanto, 

um bom agente de biocontrole. Contudo muitas pesquisas ainda devem ser 

realizadas para otimizar a produção dos metabólitos antifúngicos, para identificar o 

princípio ativo e caracterizar a atividade in vivo.  

 
Palavras-chave: Bacillus sp. Caracterização biológica. Antimicrobianos. 

Antagonismo. Produção sustentável. 
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ABSTRACT 
 
 

The development of biological products has been growing due to various factors, 

such as environmental awareness, the concern for human health and the 

increasingly common selection of pathogens resistant to synthetic chemicals. Among 

the studied genera related to the development of biological products, the Bacillus 

spp. genus stood out for its production of many antimicrobial molecules, as well as its 

resistance to adverse conditions by forming endospores. In this context, the objective 

of the study was to identify the antifungal agent B. velezensis LABIM40 in order to 

perform in silico analysis, with phylogenomic comparisons and predictions regarding 

secondary metabolites. At the same time, in vitro tests were performed for the 

characterization of LABIM40’s antifungal activity. In order to do that, the experiment 

was conducted with the fungi: Sclerotinia sclerotiorum (SS), Macrophomina phaseolia 

(MP) and Botrytis cinerea (BC). The best growth conditions, the stability of 

temperature, pH and light values as well as the minimal inhibition concentration (MIC) 

were evaluated. Aside from those tests, the effect of LABIM40’s supernatant on SS’s 

mycelium was observed in Scanning Electron Microscopy (SEM). The results of the 

sequencing pointed that LABIM40 belongs to the group B. velezensis, and the 

comparison analysis showed a high similarity with other strains, already described as 

with biotechnological potential. The prediction data indicated the presence of 33 

BGCs (Biosynthetic Gene Clusters) in the genome. Of those, 11 presented some 

level of similarity with a BGC already included in the Minimum Information about 

Biosynthetic Gene clusters (MiBiG) database. LABIM40’s supernatant showed great 

antifungal potential when inhibiting more than 60% of the tested fungi, not lowering 

its activity on the parameters of temperature, pH and light. However, the activity 

lowered when submitted to temperature levels of 70, 100 and 121ºC. The MIC data 

was 1,2% for SS, 2,5% for MP and 20% for BC, and it was possible to visualize 

alterations on the structure of SS’s hypha when treated with the supernatant free of 

cells, leading to the conclusion that B. velezensis LABIM40 produces antifungal 

metabolites stable on the tested parameters, characterizing its components as viable 

for use in different environmental conditions, therefore being a good biocontrol agent. 

Nevertheless, there are still many researches that must be done to optimize the 

production of antifungal metabolites, to identify its active principle and characterize 

the in vivo activity. 

 
Keywords: Bacillus sp. Biological characterization. Antimicrobials. Antagonism. 

Sustainable production. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

O Brasil possui cerca de 33.9 % de áreas agricultáveis (Banco mundial, 

2016), no entanto ele é o 4º país com participação nas exportações de produtos 

agrícolas e dentre os produtos de origem vegetal os complexos de soja lideram o 

ranking das exportações (JAMBOR e BABU, 2016; MAPA, 2018). 

Esse desenvolvimento econômico gerado pela agricultura proporcionou 

maior atenção para a produtividade agrícola. Porém para manter a produtividade, é 

necessário o controle integrado de doenças, pois se tratando de um país tropical a 

incidência de doenças no campo é muito comum.  

Dentre as doenças, os fungos Macrophomia phaseolina e Sclerotinia 

sclerotiorum causam prejuízos em muitas culturas, principalmente na soja (GODOY 

et al., 2016). M. phaseolina é capaz de infectar mais de 500 espécies de plantas 

(GUPTA et al., 2012). Já S. sclerotinia, mais de 400 espécies (BOLAND e 

HALL,1994; BOLTON et al, 2006). 

Mas se tratando de horticulturas, Botrytis cinerea é um dos agentes 

patogênicos mais comum em morangos no Brasil e demais países (REIS et al., 

2011; JANISIEWICZ et al., 2016). Esse patógeno pode infectar mais de 200 

espécies de planta, estando entre elas uva, morango, tomate, pepino e flores 

ornamentais (SCHUMACHER et al., 2012). 

Dessa forma, o uso de defensivos químicos é amplamente utilizado para 

controlar as perdas causadas por doenças no campo. No entanto, a longo prazo 

esses defensivos se tornaram prejudiciais em inúmeros aspectos, por contaminar o 

meio ambiente (ARIAS-ESTÉVEZ et al., 2008), selecionar espécies resistentes (MA 

et al., 2009; GEPP et al., 2012), atuar em organismos não-alvo (TOSI et al., 2018) e 

até mesmo por prejudicar a saúde humana (CREMONESE et al., 2017). 

Sendo assim, para evitar o uso desses defensivos sintéticos, outras 

estratégias foram desempenhadas, entre elas a utilização de plantas geneticamente 

modificadas, resistentes à patógenos (MCCAGHEY et al., 2018). No entanto, esse 

manejo também possui impacto negativo na biodiversidade (ANDOW e ZWAHLEN, 

2006), e a longo prazo os riscos a saúde humana ainda não estão bem 

estabelecidos. 

Portanto, uma alternativa que está cada vez mais sendo utilizada, devido 

aos seus benefícios agregados é o uso de microrganismos como agentes de 
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controle (TIMMUSK et al., 2017). Atualmente há 209 cepas microbianas sendo 

utilizadas em produtos comerciais no Brasil, Austrália, Canadá, União Européia, 

Japão, Nova Zelândia e Estados Unidos da América (VAN LENTEREN et al., 2018). 

A maioria dos produtos biológicos registrados segundo van Lenteren (2018), 

são constituidos por bactérias e dentre os diferentes gêneros desse grupo, Bacillus 

spp. se destacam, principalmente por apresentarem a capacidade de formação de 

endósporos, produção de grande variedade de compostos antimicrobianos, 

propriedades surfactantes, indução de respostas de defesa em plantas, entre outros 

(ETESAMI e ALIKHANI, 2017; PEREZ, 2017, VERMA, 2015).  

O desenvolvimento destes produtos, tem dependido, na maioria dos casos, 

de procedimentos tradicionais de isolamento microbiano e produção de bioativos, 

sem o conhecimento genético do potencial antimicrobiano. No entanto, dada a 

rapidez da propagação das doenças e da necessidade de novas tecnologias, é 

necessária uma abordagem mais rápida à bioprospecção tradicional Desta forma, as 

tecnologias de sequenciamento de DNA de “nova geração” são ferramentas 

indispensáveis para o desenvolvimento de novos inoculantes para proteção de 

plantas (KIM et al., 2016).  

Nesse sentido, o objetivo geral deste estudo foi explorar o potencial 

biotecnológico e caracterizar a atividade dos compostos antifúngicos produzidos 

pela cepa Bacillus velezensis LABIM40, utilizando uma abordagem in silico e 

estudos in vitro contra fungos patogênicos de plantas. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Explorar o potencial biotecnológico e caracterizar a atividade dos compostos 

antifúngicos produzidos pela cepa Bacillus velezensis LABIM40, utilizando uma 

abordagem in silico e estudos in vitro contra fungos patogênicos de plantas. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1- Sequenciar o genoma completo de LABIM40; 

2- Realizar uma predição dos metabólitos secundários, através de uma 

abordagem in silico;  

3- Avaliar o potencial de antagonismo da cepa LABIM40 contra fungos 

fitopatogênicos; 

4- Desenvolver meios de cultivo para melhor biossíntese dos 

compostos antifúngicos pela cepa LABIM40; 

5- Avaliar o efeito, concentração e estabilidades dos metabólitos 

antifúngicos produzidos pela cepa LABIM40. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 PRODUÇÃO AGRÍCOLA NO BRASIL  

 

A colonização do Brasil pelos Portugueses e demais europeus iniciada no 

século XVI, até a metade do século XIX, foi marcada pela produção de cana-de-

açúcar em praticamente todo litoral Brasileiro, tendo início em Pernambuco, Bahia e 

Rio de Janeiro. O clima quente e úmido e a mão de obra dos indígenas dessas 

regiões favoreceram a expansão da agricultura (JUNIOR, 1945). 

Com o passar dos anos todos os estados desenvolveram uma forte 

produção agrícola, despertando o interesse de estrangeiros, fortalecendo ainda mais 

a agricultura no Brasil. Segundo Sauer et al (2012), o estado do Paraná obteve 

5.130 imóveis rurais sob a propriedade de estrangeiros em 2010, perdendo apenas 

para São Paulo com 12.291. 

O crescente interesse por terras agricultáveis e a intensa produção de 

produtos de origem vegetal, impulsionou a balança comercial, pois segundo dados 

do Ministério da Agricultura (MAPA, 2018), o saldo de exportação e importação de 

julho de 2017 foi de 6.715.699 milhões de dólares, na mesma época em 2018 o 

Brasil obteve um saldo de 7.296.287 em produtos de origem vegetal. 

Dos produtos de origem vegetal, os complexos de soja lideraram o ranking, 

sendo os mais exportados em 2018 (MAPA, 2018), e a produção de soja no país 

segundo dados do IBGE (2018) atingiu 117.225.703 toneladas na safra, perdendo 

apenas para cana-de-açúcar.  

Apesar do rendimento econômico, há também muitas perdas na produção 

agrícola, podendo ser provocadas por adversidades bióticas, abióticas e por 

questões de ordem econômica, ocorrendo em qualquer momento, do plantio a pós-

colheita (IBEGE, 2004).  

Se tratando das condições bióticas, muitos representantes do filo 

Ascomycota são patógenos de plantas, esses geralmente apresentam 

características necrotróficas e os principais mecanismos de patogenicidade na 

planta estão relacionados com a produção de enzimas e toxinas (BERBEE, 2001). 
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3.2 FUNGOS FITOPATOGÊNICOS 

 

Os fungos desempenham diferentes estratégias para obtenção de nutrientes 

e sobrevivência na planta hospedeira. Segundo Kabbagea et al., (2015) podem ser 

classificados como necrotrófico (levam a morte do tecido de seus hospedeiros, 

obtendo nutrientes provenientes do material em decomposição), biotróficos (não 

levam a morte do tecido, mas manipulam o metabolismo da planta a seu favor) e 

hemibiotróficos que combinam ambas as estratégias.  

Sclerotinia sclerotiorum, Macrophomina phaseolina e Botrytis cinerea se 

enquadram como fungos necrotróficos (PRESTI et al. 2015), S. sclerotiorum e M. 

phaseolina, podem causar prejuízos em grandes áreas cultivadas com soja e 

diferente deles, B. cinerea atinge principalmente horticulturas como uva, morango e 

tomate (FILLINGER e ELAD, 2016). 

 

3.2.1 Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary 

 

Esse agente, pertence ao Reino Fungi, Filo Ascomycota, Família 

Sclerotiniaceae e Gênero Sclerotinia (MYCOBANK, 2018). Segundo Kreyci et al. 

(2016), existem 263 espécies reconhecidas, entre as espécies S. sclerotiorum foi 

identificada pela primeira vez em Ontário, Canadá em 1946 (BOLAND e 

HALL,1988). No entanto S. sclerotiorum já era estudado desde 1837 (KREYCI et. al., 

2016). 

O patógeno ataca uma variedade de culturas, entre elas destacam-se soja, 

feijão, ervilha, canola, girassol, alfafa, batata e tomate (BOLTON et al., 2006). Sendo 

um fungo de patogenicidade inespecífica. 

S. sclerotiorum é o agente etiológico do mofo branco da soja e do feijão. A 

doença causada por esse patógeno também pode ser chamada de podridão branca 

pois possui um aspecto plumoso e branco, levando ao apodrecimento dos tecidos, 

causando a necrose e morte das plantas hospedeiras (SAHARAN e MEHTA, 2008; 

KREYCI, 2016).  

Esse agente etiológico pode causar grandes prejuízos no campo. No estudo 

de meta-análise realizada por Lehner et al. (2017), os autores avaliaram uma perda 

de 172 Kg ha-1 a cada 10 % de aumento da doença, além disso em todos os 

tratamentos havia a presença de escleródios. 
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Os escleródios são agregados de micélios de S. sclerotiorum, com 

capacidade de germinar miceliogenicamente através de um substrato ou hospedeiro, 

esses são resistentes a condições adversas, mas quando o ambiente está favorável 

entram em processo de germinação (BARDIN e HUANG, 2001).  Esse fungo 

também germina carpogênicamente, emitindo apotécios que emergem na superfície 

do solo formando ascas, que liberam ascósporos em condições de alta umidade e 

temperatura de 20°C (SUMIDA, 2012). 

A infecção do tecido foliar e do tronco de plantas sadias ocorrem apenas 

quando os ascósporos germinam e colonizam os tecidos mortos ou senescentes, 

geralmente partes de flores, como pétalas (HEGEDUS e RIMMER, 2005). Essa 

infecção por esporos, ocorrem com maior frequência após o início da floração, uma 

vez que as pétalas são uma fonte de nutrientes e um caminho para a infecção 

(ROTHMANN et al., 2018). 

Além da fácil propagação dos esporos, o que auxilia esse fungo a ter 

sucesso na colonização, são os escleródios, que sobrevivem no solo em condições 

adversas, garantindo a presença do patógeno nas safras futuras, sendo um fungo de 

difícil controle (RAHMAN et al., 2016).  

A principal medida de controle da doença consiste na prevenção, evitando a 

entrada do patógeno na área (PAULA JÚNIOR et al. 2010). Mas, quando o fungo já 

está no campo, muitas medidas são necessárias para o seu controle, como por 

exemplo, rotação de culturas, controle químico, biológico e utilização de sementes 

tratadas com fungicidas (FERRAZ et al., 2003). 

  

3.2.2 Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid 

 

Este patógeno pertence ao filo Ascomycota, família Botryosphaeriaceae 

(MYCOBANK, 2018), constituído por apenas uma espécie M. phaseolina nomeado 

por Goidanish (1947). No entanto apresenta uma grande diversidade genética, 

sendo relatado pela primeira vez em 1927 no Sri Lanka em cultura de girassol (Khan 

et al., 2007; KHAN et al., 2017).  

M. phaseolina é um patógeno fúngico, cosmopolita, necrotrófico que 

acomete muitas culturas, tais como, soja, feijão, sorgo, milho, algodão e girassol, 

entre outros (KHAN, 2007; GUPTA, 2012; SHRIVASTAVA, 2017). É o agente da 

doença podridão de carvão da soja, nomeado assim pelos sintomas na planta em 
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condições mais severas, pelo escurecimento de raízes e folhas (HEMMATI et al., 

2018). 

No geral, os sintomas das plantas acometidas por esse patógeno são, 

escurecimento e avermelhamento das folhas, colo das plantas e tecidos vasculares 

internos com secagem da folhagem (POPOVIĆ, T. et al., 2018; DOUBLEDEE et al., 

2018). A infecção pode ser associada ao modo de reprodução do fungo no 

ambiente, podendo ocorrer no início da germinação das sementes uma vez que 

esse patógeno pode estar presente naturalmente no solo (GODOY et al., 2016). 

Segundo Sobrinho et al. (2004), M. phaseolina se reproduz tanto pelos 

esporos gerados pelos picnídios quanto pelo desenvolvimento de hifas no estágio 

esclerocial. Nesse estágio surgem os microesclerócios, que são estruturas de 

resistência formados por um aglomerado de micélios fúngicos, resistentes a 

condições adversas e facilmente encontrados sob a epiderme das raízes ou na 

camada externa do córtex da planta, sendo de fácil proliferação quando esse tecido 

se decompõe liberando essas estruturas no solo (ALMEIDA et al., 2014). 

Por se tratar de um patógeno com desenvolvimento inicial no solo, a 

detecção da doença no campo é prejudicada. Para controlar a incidência de 

doenças, algumas estratégias são necessárias, como o plantio direto e a seleção de 

cultivares mais resistentes (ISHIKAWA et al., 2018). Contudo, no Brasil não há 

fungicidas registrados para controle dessa doença e nenhum genótipo foi registrado 

com sendo resistente, embora haja ocorrências de tolerância (ALMEIDA et al., 2014; 

BIZARI et al., 2018), o que torna o desenvolvimento de produtos de origem biológica 

uma alternativa de controle promissora. 

 

3.2.3 Botrytis cinerea Pers.: Fr. 

 

B. cinerea é um fungo pertencente ao Filo Ascomycota, Família 

Sclerotiniaceae e Gênero Botrytis (MYCOBANK, 2018). O gênero foi descoberto por 

Pier Antonio Micheli em 1729 (ELAD et al., 2007). 

Este é um patógeno necrotrófico que coloniza principalmente tecidos de 

plantas senescentes ou mortas, é o agente causador da doença do mofo cinzento 

que acomete várias culturas (JARVIS, 1989). Dentre elas, morango, tomate, 

(KONSTANTINOU et al., 2014), uva (KOCSIS et al., 2018) e pepino (SANTÍSSIMA-

TRINIDAD et al., 2018). Considerado um dos principais problemas em pós-colheita 
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do morango no Brasil (PARISI et al., 2016). Sendo também encontrado nas flores, 

folhas, pecíolos e frutos (YU e SUTTON 1998). 

No ciclo de vida dos fungos desse gênero pode haver várias fases, se 

reproduzindo de forma assexuada (Anamorfo), através do desenvolvimento das 

hifas, produzindo conídios e assim esporos por mitose e uma fase sexuada 

(Telemorfo) produzindo apotécios, resultando em ascósporos por meiose, nessa 

fase o fungo é denominado como Botryotinia (ELAD et al., 2007).  

Um dos estágios de B. cinerea é o estado sexual telemorfo Botryotinia 

fuckeliana (de Bary) Whetzel (ROJAS et al., 2016). No entanto essa conclusão 

surgiu quando Gregory (1949) localizou no museu internacional de Londres um 

material original de Peziza funckeliana, recoletado por De Bary, ao realizar um 

estudo, comparou a similaridade dessa espécie com B. cinerea (ROJAS et al., 

2016).  

Segundo Dowling et al. (2018) os esporos sexuais raramente são uma fonte 

de inóculo que causam a doença do mofo cinzento. Os principais propágulos de B. 

cinerea são conídios produzidos em conidióforos ramificados e as formas de 

resistência são denominadas de escleródios que podem em condições favoráveis 

emitir hifas e iniciar uma infecção. 

Além da complexidade do ciclo reprodutivo de B. cinerea que proporcionam 

diferentes formas de propagação, a espécie apresenta uma grande variabilidade 

fenotípica, tanto quanto morfológica, produção de enzimas, patogenicidades e 

resistência (ROJAS et al., 2016). Esses mecanismos podem proporcionar 

capacidade de desenvolver rapidamente resistência a fungicidas, tornando cada vez 

mais difícil o seu controle.  

Se tratando do controle desse patógeno, é recomendado a limpeza e 

destruição das folhas, frutose e folhas infectadas, seguindo de aplicação de 

fungicidas na pré-colheira (REIS e COSTA, 2011). 

 

3.3 CONTROLE DE FUNGOS FITOPATOGÊNICOS 

 

Para prevenir a perda da produção agrícola por patógenos muitas técnicas 

são utilizadas, entre elas, duas se destacam, o uso de sementes transgênicas e a 

utilização de defensivos agrícolas que são comumente utilizadas de forma 

complementar, em um sistema de manejo integrado.  
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Os defensivos agrícolas podem ser classificados em dois grandes grupos, 

sintéticos ou não sintéticos, provenientes de organismos ou de elementos da 

natureza. Ambos podem ser introduzidos no cultivo convencional, mas o uso restrito 

de defensivos biológicos ou não sintéticos é a característica principal de uma 

produção orgânica.  

Durante a primeira metade do século XX, agrotóxicos, fertilizantes químicos, 

mecanização e melhoramento genético fomentaram mudanças consideráveis na 

agricultura e no setor produtor de insumos, mas foi na chamada “Revolução Verde” 

em que houve uma transformação, diminuindo o uso dessas técnicas convencionais 

para utilizar técnicas mais sustentáveis e inovadoras (MORO, 2012).  

Segundo Prabhu (2012) no período da revolução verde entre 1961-2000, 

houve um grande incremento da produtividade agrícola mundial em várias culturas. 

Devido a isso, as tecnologias envolvidas nessa conquista vêm sendo desenvolvidas 

até hoje.  

Com o passar do tempo a incidência de resistência de patógenos no campo, 

a contaminação ambiental e a conscientização da sociedade impulsionaram o 

desenvolvimento de uma agricultura mais sustentável o que resultou em 1972 na 

Federação Internacional de Movimentos da Agricultura Orgânica (IFOAM), reunindo 

mais de 750 organizações em 108 países (MORGERA et al., 2012). 

Contudo, demorou um pouco mais para os países começarem a organizar 

leis, decretos e programas que apoiassem a causa. A Dinamarca, em 1987, foi o 

primeiro país a introduzir um programa de apoio ao cultivo orgânico, mas o avanço 

ocorreu mesmo em 1996, quando todos os Estados-Membros da União Europeia, 

com excepção a Luxemburgo, introduziram políticas de apoio à agricultura biológica 

(LAMPKIN et al.,1999) 

No Brasil, apenas em 2003 foi criada a lei que aprovam o cultivo e a 

comercialização de produtos orgânicos, e segundo ela, considera-se sistema 

orgânico de produção a utilização de métodos culturais, biológicos e mecânicos, 

defendendo a eliminação do uso de materiais sintéticos e organismos geneticamente 

modificados (BRASIL, 2003). 
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3.3.1 Controle Químico 

 

Conforme os fungos patogênicos se tornaram um grande problema para os 

agricultores, a sociedade caminhou para o desenvolvimento de mecanismos que 

impedisse a sua proliferação e assim para combater esses organismos, inicialmente 

foi abordado a utilização de minerais como o enxofre e cobre, caindo-se em desuso 

pelo desenvolvimento de fungicidas sintéticos (GIANESSI e REIGNER, 2005). 

Segundo os dados de “Fungicide Resistance Action Committe” (FRAC, 

2016), há aproximadamente 177 nomes comuns de fungicidas químicos no mercado. 

E os grupos químicos mais comuns, pertencentes a eles são triazol, carboxamida, 

cabendazim e estrobirulina. 

Esses fungicidas podem ser classificados conforme a sua mobilidade na 

planta (contato ou sistêmicos), de proteção (preventivos ou curativos) e pelo 

espectro de ação (Sítio-específico ou múltiplo-sítio). McGrath (2004) descreveu 

fungicidas de contato como sendo aqueles que permanecem na superfície da planta, 

sistêmicos para aqueles que penetram no tecido vegetal, sem retornar ao local de 

aplicação, preventivos como o próprio nome já diz, usados para prevenir uma 

doença, e curativos para utilizar após a infestação da doença.  

Fungicidas sítio-específico possuem um único mecanismo de ação, podendo 

atingir por exemplo um único ponto da via metabólica de um patógeno. Devido a 

essa especificidade, os patógenos tendem a desenvolver com mais facilidade 

resistência e para diminuir esse problema, foi desenvolvido os fungicidas multissitios, 

que através da combinação de diferentes mecanismos de ação se tornam mais 

eficazes no controle de doenças (MCGRATH et al. 2004; LIU et al. 2016; RUPP et al. 

2017; POPKO et al. 2018). 

O grupo químico dos triazóis atuam na biossíntese de esteróis e como 

consequência, levam ao desequilíbrio dos lipídios na membrana, provocando 

alterações na sua permeabilidade (RODRIGUES, 2006). Em relação a resistência 

dos triazóis, Bowyer et al. (2012) elencou alguns fungos resistentes a eles e entre as 

cepas fúngicas, Botrytis cinerea era uma delas. 

Apesar dos fungicidas multissitios de origem sintética serem os mais 

indicados, eles também trazem muitos prejuizos, podendo ser tóxicos para os 

microrganismos benéficos, para as plantas, animais e humanos. Araujo et al. (2007), 

analisaram a saúde de agricultores que utilizavam uma variedade de agrotóxicos, 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2017.01715/full#B7
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inclusive Mancozeb, e encontraram problemas relacionados com a intoxicação, 

cefaleia, síndromes neurocomportamentais, entre outros. 

Pandey e Mohanty (2015), observaram alterações morfológicas e disfunções 

da produção de hormônios da tireoide de pássaros selvagens Bangali-vermelho 

(Amandava amandava) após a ingestão de Mancozeb. Por esse motivo, a utilização 

de produtos de origem biológica é uma alternativa promissora para o controle de 

fungos fitopatogênicos, por apresentarem baixa ou nenhuma toxicidade, não 

recalcitrância e serem considerados naturalmente multissitios.  

 

3.3.2 Controle Biológico  

 

Controle biológico é o uso de uma população de um organismo para reduzir 

a população de outro organismo (VAN LENTEREN et al., 2018). Os agentes de 

controle biológico (ACB), são representados pelos insetos, microrganismos e 

plantas. Esses agentes podem exercer vários mecanismos de controle, mas os 

principais são: antibiose (produção de compostos antimicrobianos), competição por 

nutrientes e espaço, indução de resistência, parasitismo e predação (DI 

FRANCESCO et al., 2016). 

Dentre os ACB, os microrganismos são frequentemente utilizados e 

estudados, pelos inúmeros benefícios gerados na associação com o vegetal, 

favorecendo o crescimento de plantas por fornecer nutrientes e fatores de 

crescimento, ou por produzir antibióticos que antagonizam os microrganismos 

fitopatogênicos (BULGARI et al. 2011; BONATELLI 2012; PASSARI et al. 2017) 

Devido aos benefícios gerados pela utilização dos ACB, e pelo crescente 

desenvolvimento do mercado em relação a produção de biológicos, se tem 

atualmente cerca de 209 cepas microbianas sendo, 94 espécies pertencentes a 

produtos comerciais registrados no Brasil, Austrália, Canadá, União Européia, 

Japão, Nova Zelândia e Estados Unidos da América (VAN LENTEREN et al., 2018). 

Das cepas microbianas registradas, a maioria são bactérias e muitos 

gêneros são encontrados com frequência na rizosfera e dentro das plantas 

exercendo um papel de simbiose harmônica, como é o caso dos gêneros 

Streptomyces, Pseudomonas, Burkholderia e Bacillus (AZEVEDO 1998; COMPANT 

et. al. 2005; HAO, et al. 2016). 
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O gênero Pseudomona spp são comumente agentes de biocontrole devido a 

diversidade de metabólitos produzidos com atividade antimicrobiana. Como, por 

exemplo, o ácido fenazina-1-carboxílica, responsável pela inibição de Botrytis 

cinerea (SIMONATO et al. 2017) e o composto do tipo pirole responsável pela 

inibição de S. sclerotiorum (BAJPAI et al., 2017). 

De forma similar Burkholderia spp. também tem-se destacado no controle de 

doenças agrícolas. A partir de uma bioprospecção, JUNG et al. (2018) isolou o ABC, 

Burkholderia cepacia cepa JBK9, como sendo responsável pela produção de 

pirrolnitrina, principal molécula inibidora dos fungos Phytophthora capsici, Fusarium 

oxysporum e Rhizoctonia solani. 

Assim como os gêneros comentados acima, Bacillus spp. produzirem vários 

metabólitos secundários, sendo a grande maioria de origem peptídica. Essas são 

divididas em dois grupos sendo aquelas sintetizadas pelos ribossomos e de forma 

não ribossômica (FIRA et al., 2018). No entanto a maioria dos metabólitos 

antifúngicos se enquadram como não ribossomais, como os lipopeptídeos (ZHAO et 

al., 2013). Além destes, outros compostos também podem ser produzidos com ação 

antifúngica como por exemplo os voláteis (GOTOR-VILA et al., 2017). 

 

3.4 GÊNERO BACILLUS 

 

De acordo com o banco de dados “List of Prokaryotic Names with Standing 

in Nomenclature”, existem atualmente 377 espécies do gênero Bacillus e 8 

subespécies. Esse gênero pertence ao reino Bacteria, filo Firmicutes, classe Bacilli e 

ordem Bacillales, foi descrito primariamente por Cohn (1872), quem nomeou a 

espécie tipo como Bacillus subtilis (DORIGHELLO et al., 2017). 

Estes microrganismos são caracterizados como Gram-positivos, aeróbios ou 

anaeróbios facultativos, produtores de enzima catalase, crescem em substratos com 

variadas fontes de carbono e formam endósporos como estrutura de resistência em 

períodos de estresse ambiental (MADIGAN et al., 2016). 

Esse gênero possui uma ampla distribuição, sendo possível encontrá-los em 

ambientes variados e em condições abióticas distintas. Souza et al. (2011), isolaram 

64 microrganismos de ambientes da Antártica, com potencial para biocontrole. 

Destes, 43.75 % corresponderam ao gênero Bacillus. Já Romano (2015) prospectou 

na região do Cerrado microrganismos com interesse biotecnológico para produção 
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de antimicrobianos, antitumorais e antiparasitários, dos 20 isolados de interesse, 15 

eram Bacillus endofíticos. 

Na região do Himalaia Indiana, em 3979-5359 metros de altitude, com 

temperatura entre -10 e 15°C, pH de 6.5-8.9, Yadav et al. (2016) recuperou 247 

Bacillus de amostras de solo e água, para avaliar a promoção de crescimento de 

plantas. 

O desenvolvimento de produtos a partir desses microrganismos estão cada 

vez mais ganhando espaço nas indústrias alimentícias, farmacêuticas e agrícola. 

Este gênero contém uma grande variedade de espécies de interesse biotecnológico, 

tais como: B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. licheniformis, B. cereus, B. pumilus, B. 

thuringiensis e B. velezensis, que são as espécies mais estudadas para produção de 

antimicrobianos (LOPES et al., 2018). 

No estudo de Vinodkumar et al. (2017), duas cepas de B. amyloliquefaciens 

e uma de B. subtilis inibiram o crescimento de S. sclerotiorum. Já no estudo de 

Masmoud et al. (2017), através da otimização do meio de cultura para B. 

amyloliquefaciens BLB371, conseguiram resultados promissores no controle de 

vários fungos fitopatogênicos. 

Esse gênero, contempla a capacidade de produção de uma variedade de 

metabolitos antifúngicos, dentre eles, os mais encontrados na literatura são 

lipopeptídeos, tais como surfactinas, iturinas e fengincinas (YU et al. 2002; JI et al. 

2013; VELANDIA 2018). 

Além dos lipopeptídeos, espécies desse gênero podem produzir enzimas, 

peptídeos entre outros compostos antifúngicos. Liu et al. (2011) isolaram uma cepa 

de B. subtilis com capacidade para inibir o fungo Rhizoctonia solani no tomate pela 

ação da quitinase.  Já Mora et al. (2011) demonstraram que, entre os 184 isolados 

de Bacillus, a maioria apresentou genes associados a produção de peptídeos 

antifúngicos. 

Gacitúa et al. (2009), ao isolar algumas espécies de Bacillus, notaram que 

quatro se destacavam pela a inibição do crescimento micelial de M. phaseolina e 

que, os metabólitos responsáveis pela inibição, estavam relacionados com 

compostos voláteis. 

B. velezensis possui uma ampla atividade metabólica e de grande interesse 

biotecnológico, devido a capacidade antimicrobiana pela produção de lipopeptídeos 
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e biosurfactantes, além de auxiliar no crescimento de plantas (CAO et al. 2018, LIU 

et al. 2010). 

 

3.4.1 Bacillus velezensis  

 

Bacillus velezensis foi identificado pela primeira vez por Garcia- Ruiz et al. 

(2005), em Málaga no sul da Espanha. Vélez é o rio onde foi encontrado e deu 

inspiração ao nome. A espécie B. velezensis sp. nov. foi caracterizada como sendo 

uma bactéria Gram-positiva, que cresce bem em temperatura de 15 á 45 C° e pH 

entre 5 e 10, produtora de endósporos, quimiorganotrófica e sem crescimento em 

anaerobiose. 

Em 2005 a bactéria foi registrada pela primeira vez, no entanto com os 

avanços da tecnologia de sequenciamento e com a otimização das ferramentas de 

bioinformática, pode-se observar que algumas bactérias registradas antes como 

outra espécie na verdade eram B. velezensis (WANG et al. 2008; DUNLAP et al. 

2016; PAN et al. 2017; CAI et al. 2017).  

Em análises de predição do genoma a espécie possui genes relacionados a 

produção de metabólitos antimicrobianos, como fengicina, iturina, Bacilaene, 

surfactina, bacilibactin entre outras, mostrando um potencial biotecnológico (CAI et 

al. 2017). Além disso, dois isolados de B. velezensis, Y6 e F7, demonstraram 

atividade contra Ralstonia solanacearum e Fusarium oxysporum associada aos 

lipopeptídeos fengincina e iturina, sendo esse último o principal responsável pela 

ação antifúngica (CAO et al., 2018). 

Em experimentos de campo, B. velezensis RC 218, controlou Fusarium 

graminearum no cultivo de trigo. Através das análises do genoma e de purificação, 

ericina foi identificada como sendo o metabólito responsável por essa inibição 

(PALAZZINI et al., 2016) 

Gao et al. (2016), observaram compostos voláteis inibindo um espectro 

maior de fungos fitopatogênicos, como: Alternaria solani, B. cinerea, Valsa mali, 

Monilinia fructicola, F. oxysporum e Colletotrichum lindemuthianum. Dos 29 

compostos voláteis encontrados, pirazina (2,5-dimetil) foi o mais efetivo contra B. 

cinerea e A. solani. 

Um resultado similar foi encontrado por Lim et al. (2017). No entanto, além 

dos compostos voláteis, metabólitos difusíveis também foram registrados como 
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antifúngicos em experimentos in vivo com B. velezensis G341, controlando os 

agentes: Magnaporthe oryzae em plantas de arroz, R. solani em plantas de arroz;  B. 

cinerea em tomateiro; Phytophthora infestans também em tomateiro; Puccinia 

recondita em plantas de trigo; Blumeria graminis f. sp. hordei em plantas de cevada 

e Colletotrichum coccodes, em plantas de pimenta vermelha. Os compostos voláteis 

foram avaliados in vitro, e entre eles dimetilsulfóxido, 1-butanol e 3-hidroxi-2-

butanona (acetoína), foram produzidos por essa cepa. 

B. velezensis pode também produzir enzimas com atividade antifúngica, Xu 

et al. (2016), conseguiram purificar β-1, 3-1, 4-glucanase, enzima que apresentou 

atividade antifúngica contra Cryphonectria parasítica, Helicobasidium purpureum e 

Cylindrocladium quinqueseptatum. 

Além da capacidade de inibir fungos fitopatogênicos, espécies de Bacillus 

podem ser associadas a promoção de crescimento de plantas. Meng et al. (2016), 

aplicaram B. velezensis BAC03 em rabanete, beterraba, cenoura, pepino, abóbora e 

tomate. Em todas as plantas testadas houve uma melhora no crescimento, sendo a 

produção de ácido indol-3-acético (AIA) e NH3 responsável pelo resultado.  

Alguns produtos biológicos utilizando B. velezensis já existem no mercado, o 

produto comercial para controle biológico Serenade® (Bayer CropScience Inc., 

Monheim, Alemanha) anteriormente referido como B. subtilis é um deles (PANDIN et 

al., 2018), além de RhizoVital42® (ABiTEP GmbH Inc., Berlim, Alemanha), 

anteriormente conhecido como sendo B. amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42 

(DUNLAP et al., 2016). 
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Resumo 

O desenvolvimento de produtos biológicos vem crescendo devido a vários fatores, 

entre eles a conscientização ambiental e a resistência de patógenos causada por 

muitos produtos químicos sintéticos. Dentre os gêneros estudados para o 

desenvolvimento de produtos biológicos. Bacillus spp. tem se destacado pela 

produção de muitas moléculas antimicrobianas. Nesse contexto, o potencial 

antifúngico de B.velezensis LABIM40 foi explorado pela predição in silico dos 

metabólitos secundários e pelos testes de atividade in vitro contra os fungos 

fitopatogênicos: Sclerotinia sclerotiorum (SS), Macrophomina phaseolina (MP) e 

Botrytis cinerea (BC). As melhores condições de cultivo, a estabilidade aos valores 

de temperatura, pH e luz e a concentração inibitória mínima (CIM) foram parâmetros 

avaliados pelos testes in vitro e para visualizar o efeito do sobrenadante de 

LABIM40, um disco de micélio fúngico de SS foi analisado em Microscopia 

Eletrônica de Varredura (MEV). Os resultados in silico indicaram que LABIM40 

possui metabolitos com potencial antifúngico. Os dados dos testes in vitro 

reforçaram o observado no teste anterior, com atividade antifúngica ao inibir mais de 

60 % os fungos testados, não perdendo a atividade nos ensaios de estabilidade. Os 

dados da CIM foram 1,2% para SS, 2,5% MP e 20% para BC e alterações 

estruturais nas hifas de SS ao ser tratada com o sobrenadante livre de células 

também foram visualizadas, concluindo que B. velezensis LABIM40 é um agente de 

biocontrole que pode ser utilizado no controle de fungos fitopatogênicos.   

 

Palavras-chave: Bacillus sp. Caracterização biológica. Antimicrobianos. 

Antagonismo. Predição  
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ABSTRACT 
 

The development of biological products has been growing due to various factors, 

among which are environmental awareness, the search for healthier products and the 

resistance to pathogens caused by many synthetic chemical products. Among the 

studied genera related to the development of biological products, the Bacillus spp. 

have been standing out for its production of many antimicrobial molecules. In this 

context, the B.velezensis LABIM40’s antifungal potential was explored by in silico 

prediction of the secundary metabolites and by in vitro activity tests against the 

phytopathogenic fungi: Sclerotinia sclerotiorum (SS), Macrophomina phaseolina (MP) 

and Botrytis cinerea (BC). The best cultivation conditions and stability of values of 

temperature, pH and light, as well as the minimal inhibition concentration (MIC), were 

parameters evaluated by in vitro tests. To visualize the effect of LABIM40’s 

supernatant, a disk of SS fungal mycelium was analyzed in Scanning Electron 

Microscopy (SEM). The results in silico indicated that LABIM40 has metabolites with 

antifungal potential. The data from the tests in vitro reinforced the data above, 

showing antifungal activity by inhibiting more than 60% of the tested fungi, not losing 

activity on the stability tests. The MIC data was 1,2% for SS, 2,5% for MP and 20% 

for BC. Structural alterations on SS’s hyphae when treated with free supernatant from 

cells was also observed, concluding that B. velezensis LABIM40 is a biocontrol agent 

that can be utilized in the control of phytopathogenic fungi.   

 

Keywords: Bacillus sp. Biological characterization. Antimicrobials. Antagonism. 

Prediction 
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1 Introdução 
O aumento do uso de pesticidas químicos se deve principalmente pela necessidade 

de controlar doenças de plantas cada vez mais agressivas, estratégia muito usada 

durante anos para evitar as perdas na produtividade agrícola (ECOBICHON et al. 

2001; OERKE, et al. 2005). No entanto, com o passar do tempo, inúmeros fatores 

como, a resistencia de patógenos (MA et al. 2009; GEPP et al. 2012) a 

contaminação do meio ambiente, (ESTÉVEZ et al. 2007; TOSI et al. 2018), e os 

prejuizos para a saúde humana (CREMONESE et al., 2017), incentivaram o 

desenvolvimento de pesticidas orgânicos. 

Dentre os pesticidas orgânicos, os microrganismos por estarem naturalmente no 

ambiente, se tornaram uma alternativa promissora para o biocontrole (TIMMUSK et 

al., 2017). São vários os gêneros estudados para atuar como agentes de 

biocontrole, no entanto, o gênero Bacillus se destaca devido a sua capacidade de 

sintetizar uma vasta gama de substâncias benéficas para fins agronômicos e 

industriais além de serem resistentes a altas temperaturas ao formar endósporos 

(FRITZE, et al., 2004; PEREZ, et al., 2017). 

Bacillus velezensis pussui a capacidade de produzir vários compostos antifúngicos, 

como lipopeptídeos (MEENA et al., 2018), enzimas (XU et al., 2016) e compostos 

voláteis (LIM et al., 2017), além de promover o crescimento em plantas (FAN et. al., 

2018), sendo um importante agente com potencial biotecnológico.  

O processo de identificação desse gênero está evoluindo (DUNLAP et al., 

2016), pois novos métodos de sequenciamento e comparações estão sendo 

utilizados (MEIER-KOLTHOFF et al., 2013), além de ferramentas que possibilitam o 

conhecimento dos metabólitos envolvidos em aplicações biotecnológicas (WEBER et 

al., 2015). Nesse contexto, temos como objetivo, explorar o potencial biotecnológico 

e caracterizar a atividade dos compostos antifúngicos produzidos pela cepa Bacillus 

velezensis LABIM40, utilizando uma abordagem in silico e estudos in vitro contra 

fungos patogênicos de plantas. 

 

2 Materiais e métodos 

 

2.1 Microrganismos e condições de crescimento 

A cepa bacteriana LABIM40 foi isolada como sendo um contaminante antagonista 

em uma placa de cultivo fúngico. O genoma foi sequenciado e anunciado por 
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Baptista et al., (2018) como sendo Bacillus velezensis e o cadastrado no Sistema 

Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e do Conhecimento Tradicional 

Associado - SisGen foi registrado sob n° A7DAEBE ( Anexo ). A cepa, foi cultivada 

em caldo Luria-Bertani (LB), (Acumedia, EUA) a 28 ºC e armazenada no mesmo 

meio com 40% de glicerol (Synth, BRASIL) a -80 ºC. Os isolados fúngicos de 

Sclerotinia sclerotiorum (SS) Macrophomina phaseolina (MP) e Botrytis cinerea (BC), 

foram cultivados em meio batata-dextrose-ágar (BDA) (Acumedia, EUA) a 25 ºC com 

fotoperíodo de 12h e armazenados no mesmo meio á 4 ºC. Todos os microganismos 

estão armazenados no Laboratório de Biotecnologia Microbiana (Londrina, Paraná, 

Brasil). 

 

2.2 Comparação do genoma e predição de metabólicos secundários 

Uma análise filogenômica foi realizada utilizando o programa Gegenees, os dados 

de similaridade obtidos por essa análise foram exportados para o programa 

SplitsTree4 para montagem da árvore filogenômica. 

 A comparação do genoma entre LABIM40 (BAPTISTA et al. 2018) e outros 

genomas de Bacillus foram realizadas utilizando ANI (Average Nucleotide Identity), 

através da web server ANI Calculator fornecido pelo servidor Kostas Lab 

(RODRIGUEZ & KONSTANTINIDIS, 2016) e pelo parâmetro de dDDH % (DNA-DNA 

digital hybridization) através do web server GGDC (Genome-to-Genome Distance 

Calculator) (MEIER-KOLTHOFF et al., 2014).  

Para representar o genoma circular da cepa LABIM40 e comparar com o genoma de 

4 cepas com potencial biotecnológico já descrito na literatura (FZB42, QST713, 

SQR9 e TrigoCor 1448), foi utilizado o programa BRIG (ALIKHAN et al., 2011). A 

identificação das possíveis BGCs (Biosynthetic gene clusters) foram obtidos através 

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

 

2.3 Ensaio de cultura dupla 

Em um ensaio de cultura dupla in vitro, LABIM40 foi submetida a avaliação da 

antibiose contra SS, MP e BC, em meio BDA, (Acumedia, EUA). Para isso, uma 

amostra de 0,6 cm de diâmetro contendo micélio dos fungos indicadores foram 

adicionados no centro de uma placa de petri. A cepa antagonista LABIM40 foi 

inoculada na placa a uma distância de 2,5 cm do fungo. A percentagem de inibição 

do crescimento foi avaliada após 3-5 dias usando o seguinte cálculo: 
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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). Para cada fungo, 

quatro repetições foram realizadas em dois experimentos independentes e os 

resultados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e as médias 

comparadas pelo teste de Tukey (p <0,05). 

 
2.4 Produção de metabólitos antifúngicos 

LABIM40 foi ativada e subcultivada em meio LBA (Luria Bertani ágar), (Acumedia, 

USA) a 28 ºC por 24 h. Para o preparo do pré-inóculo, colônias foram suspensas em 

solução salina (cloreto de sódio a 0,85%, p / v) e ajustadas em uma suspensão de 

0,5 McFarland, o que corresponde a 1,5 × 108 unidades formadoras de colônia mL-1 

(UFC mL-1). Para o preparo do inóculo, 0,1% (v / v) dessa suspensão de células 

foram inoculados em frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 30 mL de caldo LB 

(Acumedia, EUA), esses foram incubados por 24 horas a 25 ºC em 125 rpm 

(agitador orbital Thoth 6430B, Brasil). Após esse período, para produção dos 

metabólitos de interesse uma alíquota de 1% (v / v) foi transferida para um frasco 

Erlenmeyer de 1000 mL contendo 400 mL do meio em estudo: 

M1 (g/l): triptona, 10; extrato de levedura 5; NaCl 5, pH 7,1. 

M2 (g/l): triptona 12,4; glicose 20; NaCl 5; K2HPO4. 3H2O 1,5; MnSO4 · H2O 0,04; 

FeSO4.7H2O 1,67; MgCl2.6H2O 1,22; pH 7,1. 

Todos os meios de cultura foram da marca Acumedia (EUA) e os reagentes da 

marca Synth (BRASIL). A cepa LABIM40, foi cultivada nesses meios por 72 horas, 

25 °C a 150 rpm (agitador orbital Thoth 6430B, Brasil). Após esse período, a cultura 

foi centrifugada por 15 min, 6450 g a 4 ºC (Hitachi, CR21G Himac) para obtenção do 

sobrenadante livre de centrifugado (SC). Para avaliar a atividade antifúngica do 

sobrenadante, amostras foram testadas pelo método de difusão em ágar contra SS, 

MP e BC.  

 
2.5 Atividade antifúngica do sobrenadante livre de células 

Para avaliação da atividade antifúngica, alíquotas do SC foram esterilizadas por 

filtração em filtro de celulose com tamanho de poro de 0,22 µm (Millipore, Bedford, 

MA). Um disco de ágar contendo micélio fúngico (0,6 cm de diâmetro) foi retirado de 
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placas com 6 dias de cultivo, o disco foi transferido ao centro de placas com BDA 

(Acumedia, USA). Simetricamente, em uma distância de 2,5 cm do centro da placa, 

quatro poços receberam 200 μl do SLC (sobrenadante livre de células) obtido por 

filtração. O meio de cultura estudado foi considerado controle. As placas foram 

incubadas a 25 ºC com fotoperíodo de 12 h e a porcentagem de inibição do 

crescimento foi medida após 3 - 5 dias avaliadas de acordo com o item 2.3. Para 

cada fungo oito repetições foram realizadas em três experimentos independentes e 

os resultados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e as médias 

comparadas pelo teste de Tukey (p <0,05). 

 
2.6 Avaliação da atividade antifúngica durante o crescimento de B. velezensis 

LABIM40 

Todos os procedimentos antecedentes a produção dos metabólitos de interesse, 

como ativação, subcultivo, preparo do pré- inóculo e inóculo, descrito no item 2.5, se 

repete para a avaliação da cinética do crescimento microbiano e atividade da cepa 

LABIM40, no entanto para esse teste e os demais, o meio M2 foi escolhido para 

produção dos metabólitos de interesse. 

Para determinação da atividade antifúngica e do crescimento bacteriano, as 

amostras foram removidas em intervalos de 12 horas por um período de 72 horas. O 

crescimento bacteriano foi avaliado por contagem celular (UFC / mL) de alíquotas de 

diluições seriadas no fator 1:10, em solução salina a 0,85% e cultivadas em ágar 

MYP (Acumedia, USA), não suplementado, a 28 ºC por 24h. Foram realizadas 3 

repetições por tempo em 2 experimentos independentes. 

Para avaliar a atividade antifúngica, um disco de ágar contendo micélio dos fungos 

de interesse, foram retirados de placas com 6 dias de cultivo, o disco foi transferido 

para o centro de placas com BDA (Acumedia, EUA). Simetricamente, em uma 

distância de 2,5 cm do centro da placa, poços foram feitos e 200 μl do SLC foram 

transferidos para os poços. As placas então, foram incubadas a 25 ºC com 

fotoperíodo de 12 h e a % ICM foi medida após 3 - 5 dias, avaliadas de acordo com 

o item 2.3. Para cada fungo oito repetições foram realizadas em dois experimentos 

independentes. 
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2.7 Efeito da temperatura, pH e luz no sobrenadante de B. velezensis LABIM40 

Para determinar a estabilidade térmica, alíquotas do SC foram mantidas a 

temperaturas constantes de 70 (Banho Maria, TECNAL, Brasil) e 100 °C, por 30 

minutos e 121 °C por 15 min (Autoclave, Prismatec, Brasil), uma alíquota sem 

tratamento térmico foi considerada como controle. Após o tratamento, as amostras 

foram resfriadas em temperatura ambiente (28 °C), esterilizadas com filtro de 

celulose com poro de 0,22 μm (Millipore, Bedford, MA) e testadas de acordo com o 

item 2.3. O experimento foi realizado três vezes com oito repetições cada e uma 

análise de regressão linear (p <0,05) foi utilizada para representação dos dados 

Para avaliar a estabilidade as variações de pH, foi utilizado a metodologia descrita 

por Liu et al. (2007). Alíquotas do SC foram ajustadas na faixa de pH 3,0-11,0 

usando HCl 2 M ou NaOH 2 M, mantidos a 4 ºC por 24 h, após esse período, as 

amostras foram reajustadas para 7,0, filtradas para esterilização e testadas de 

acordo com o item 2.3. O teste foi conduzido em 2 experimentos independentes com 

4 réplicas cada, com análise descritiva. 

A estabilidade do sobrenadante a radiação ultravioleta (365 nm) e luz branca, foi 

avaliada de acordo com Ji et al. (2013) com adaptações, utilizando uma placa de 

petri com 20 mL do SC, exposto nos respectivos comprimentos de luz por 12 horas a 

uma distância de 15 cm. O sobrenadante estocado ao abrigo da luz serviu como 

controle e após os tratamentos as amostras foram esterilizadas por filtração e 

testadas de acordo com o item 2.3. Seis repetições foram realizadas em dois 

experimentos independentes. O experimento foi avaliado de acordo com o teste não 

paramétrico de Kruskal-Wallis (p <0,05).  

 
2.8 Avaliação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

A CIM foi determinada pelo teste de macrodiluição em ágar, para isso, após a 

produção em meio M2, o sobrenadante foi incorporado separadamente em meio 

BDA (Acumedia, EUA) nas concentrações de 40; 20; 10; 5; 2,5; 1,25; 0,62; 0,31; 

0,15 e 0,07%, placas sem o sobrenadante foram consideradas como controle. Para 

esterilização, as soluções foram autoclavadas e em seguida, vertidas em placas de 

60 mm, um disco de micélio fúngico foi adicionado ao centro. As placas foram 

incubadas a 25 ºC com fotoperíodo de 12 h e avaliadas de acordo com o item 2.3. O 

ensaio foi realizado em triplicata em três experimentos distintos e os dados foram 
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submetidos a uma regressão logística para avaliar a dose efetiva (ED) de 50 e 90% 

da inibição do crescimento micelial. 

 

2.9 Avaliação estrutural 

Para caracterização estrutural da colônia e das células de B. velezensis LABIM40, 

uma colônia inteira crescida em meio LB ágar (Acumedia, EUA) por 48 h foi fixada 

por imersão em solução fixadora (glutaraldeído a 2,5% em tampão cacodilato de 

sódio 0,1 M, pH 7,2), pós-fixadas em OsO4 a 1% e desidratadas em série de etanol 

(30, 50, 70, 90 e 100%). 

Para avaliar a morfologia dos micélios fúngicos tratados com o SLC, amostras de 0,7 

mm foram retiradas da região entre o crescimento fúngico e a zona de inibição 

(ensaio 2.5). As amostras foram fixadas por imersão em solução fixadora 

(glutaraldeído a 2,5%, paraformaldeído a 2% em tampão cacodilato de sódio 0,1 M 

(Electron Microscopy Sciences, USA), pós-fixadas em OsO4 (Electron Microscopy 

Sciences, USA) a 1% e desidratadas em série de etanol 30, 50, 70, 90 e 100% 

(Synth, Brasil). Todas as amostras (colônia bacteriana e micélio fúngico) foram 

secas ao ponto crítico com CO2 (BALTEC CPD 030 Critical Point Dryer, Holanda), 

revestidas com ouro (BALTEC SDC 050 Sputter Coater, Holanda) e observadas em 

MEV (microscópio electrónico de varredura), (FEI Quanta 200, Holanda). 

 

3 Resultados 

3.1 Comparação do genoma e predição de grupos metabólicos secundários 

O resultado da análise filogenômica mostrou que B. velezensis LABIM40 (Figura 1) e 

outras cepas dessa mesma espécie estão próximas ao grupo B. amyloliquefaciens e 

ambos estão relacionados ao grupo dos B. subtilis. Entre as cepas de Bacillus 

selecionadas para análise de similaridade dDDH e ANI apresentados na Tabela 1, 

demonstraram que, a cepa S141 e NKG-1, são as mais similares com LABIM40, e 

as cepas NCIB3610 e 168, as mais divergentes pelos mesmos parâmetros de 

comparação. O DNA circular de LABIM40 (Figura 2), foi comparado com cepas de 

potencial biotecnológica já descrito. Sendo possível observar muitas regiões 

similares e lacunas de regiões distintas, demonstrando sequencias exclusivas de 

LABIM40 quando comparado com as cepas de referência. 
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Figura 1: Relação filogenômica de LABIM40 com as cepas FZB42, CC178, TrigoCor 
1448, NKG-1, SQR9, QST713, DSM7, TA208, 168 e B3610, todas disponíveis no 
GenBank. 
 

Tabela 1: Comparação do genoma de LABIM40 com cepas do gênero Bacillus 
Cepas Nº de acesso no 

GenBank  
dDDH 
% 

ANI 
(%) 

GC 
(%) 

Bp 
(Gb) 

Fonte 

B. velezensis  

LABIM40 NZ_CP023748.1 100 100 46.50 3.97 Contaminante (Baptista et 
al. 2018) 

S141 AP018402.1 92.30 99.10 46.50 4.03 Rizosfera de soja 
(Sibponkrung et al. 2017) 

TrigoCor1448 CP007244.1 90.70 98.95 46.50 3.95 Rizosfera de trigo (Nelson 
et al. 2014) 

NKG-1 CP024203.1 91.10 98.95 46.30 4.19 Solos vulcânicos nas 
montanhas de Changbai 
(Ge et al. 2016) 

FZB42 NC_009725.1 91.00 98.87 46.50 3.91 Rizosfera de beterraba 
(Chen et al. 2009) 

QST713 NZ_CP025079.1 88.10 98.64 45.90 4.23 Cepa comercial usada no 
produto (Serenade® : 
Bayer, 
SERENE100/40) (Pandin et 
al. 2018) 

SQR9 CP006890.1 86.00 98.29 46.10 4.11 Rizosfera do milho (N. 
Zhang et al. 2015) 

UCMB5033 NC_022075.1 90.40 98.82 46.20 4.07 Região endofitica de 
algodão (Niazi et al. 2014) 

UCMB5036 NC_020410.1 89.00 98.64 46.20 3.91 Região endofitica de 
algodão (Manzoor et al. 
2013) 

Y2 NC_017912.1 85.10 98.26 45.90 4.23 Rizosfera de trigo (Hao et 
al. 2012) 

B. amyloliquefaciens 

CC178 NC_022653.1 91.00 98.88 46.50 3.91 Filosfera de pepino (Kim et 
al. 2015) 

DSM7T NC_014551.1 55.60 93.61 46.10 3.98 Não especificado (Rückert 
et al. 2011) 

TA208 CP002627.1 55.20 93.56 45.80 3.93 Gerado por Mutagênese 
convencional ( Zhang et al. 
2011) 

B. subtilis 

NCIB 3610 CP020102.1 20.70 80.16 43.34 4.29 Solo (Nye et al. 2017) 

168 NC_000964.3 20.70 80.11 43.50 4.21 Microrganismo modelo 
(Kunst et al. 1997) 

Legenda: dDDH= Hibridização digital DNA-DNA, ANI = Identidade média de nucleotídeos, GC = 

Guanina e Citosina, Bp= Pares de bases, Gb = Gigabase. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_014551.1
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Os dados provenientes das análises de antiSMASH mostraram 33 BGCs 

identificadas no genoma da cepa LABIM40 (Tabela 2 e Figura 2). Entre esses, dois 

clusters codificadores da TransATPKS (trans-Acyl Transferase Polyketide 

Synthetase), um NRPS (Non-Ribosomal Peptide Synthetase), dois codificadores 

Trans ATPKS-NRPS, dois Terpenos, um Tiopeptídeo, um cluster codificando 

Bacteriocina-NRPS. Além de 11 clusters possivelmente relacionados a síntese de 

Surfactina, Butirosina, Citrulina, Macrolactina, Bacillaene, Fengicina, Dificidina, 

Bacilibactina, Bacilisina, Ácido Teucurônico e Molibdênio e 13 BGCs relacionados a 

biossíntese de metabólitos secundários ainda não identificado pela base de dados. 

 

Figura 2: Representação circular e comparação do genoma da cepa LABIM40 com 

outras cepas de Bacillus velezensis, utilizando o programa BRIG. Onde segue de 

dentro para fora: representação do tamanho do genoma de LABIM40, GC Skew, GC 

Conteúdo, posições dos clusters da cepa LABIM40, descrito na Tabela 2 e 

respectivamente as cepas FZB42, QST713, SQR9 e TrigoCor 1448. 
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Tabela 2: Análise de genômica comparativa de Bacillus velezensis LABIM40 com 
outros genomas de B. velezensis 

Bacillus velezensis LABIM40 Presença (+) ou ausência (-) 
de cluster relacionados a 

biossíntese de metabolitos 
secundários 

Clus
ter 

BGC Posição 
predita dos 

clusters  

Metaból
itos 

% de 
similaridad

e com o 
cluster já 

depositado 
no MIBIG 

SQ
R9 

QST
713 

FZB
42 

TrigoCor
1448 

1 Tiopeptí
deo 

2662
13 

2930
32 

- - - - - - 

2 NRPS 3066
86 

3720
93 

Surfacti
na 

BGC00004
33_c1 
(86%) 

+ + + + 

3 Cf_ 
hipotétic

o 

3829
63 

3985
45 

- - + + + + 

4 Cf_ 
hipotétic

o 

5173
44 

5248
68 

- - - - - + 

5 Cf_ácido 
graxo 

5411
01 

5623
36 

- - + + + + 

6 Cf_ 
sacaríde

o 

6878
73 

7174
64 

- - - + + + 

7 Cf_ 
hipotétic

o 

7906
15 

8117
66 

- - + + + + 

8 Outros 
KS 

9031
92 

9444
36 

Butirosi
na 

BGC00006
93_c1 
(7%) 

+ + + + 

9 Cf_ 
ácido 
graxo 

9724
98 

9934
75 

- - + + + + 

10 Cf_ 
hipotétic

o 

9960
50 

1003
185 

- - + + + + 

11 Terpeno 1027
237 

1047
977 

- - + + + + 

12 Cf_ 
ácido 
graxo 

1063
674 

1084
612 

Citrulin
a 

BGC00008
95_c1 
(18%) 

+ + + + 

13 Cf_ 
hipotétic

o 

1105
561 

1114
472 

- - + + + + 
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14 Cf_ 
hipotétic

o 

1146
564 

1166
735 

Cofacto
r 

Molibdê
nio  

BGC00009
16_c1 
(11%) 

+ - + + 

15 Cf_ 
hipotétic

o 

1176
466 

1193
040 

- - + + + + 

16 TransAT
PKS 

1378
274 

1464
182 

Macrola
ctina 

BGC00001
81_c1 
(100%) 

+ + + - 

17 TransAT
PKS-
NRPS 

1695
415 

1798
110 

Bacilae
ne 

BGC00010
89_c1 
(100%) 

+ + + + 

18 TransAT
PKS-
NRPS 

1856
920 

1994
574 

Fengici
na 

BGC00010
95_c1 
(100%) 

+ + + + 

19 Terpeno 2017
590 

2039
473 

- - + + + + 

20 Cf_ 
hipotétic

o 

2081
428 

2086
147 

- - - + + + 

21 T3PKS 2123
150 

2164
250 

- - - + + + 

22 TransAT
PKS 

2283
763 

2384
213 

Dificidin
a 

BGC00001
76_c1 
(100%) 

+ + + - 

23 Cf_ 
hipotétic

o 

2575
986 

2584
405 

- - + + + + 

24 Cf_ 
hipotétic

o 

2985
223 

2995
951 

- - + + + + 

25 Bacterio
cina-

NRPS 

3022
525 

3089
313 

Baciliba
ctina 

BGC00003
09_c1 
(100%) 

+ + + + 

26 Cf_ 
hipotétic

o 

3245
424 

3259
212 

- - + - + + 

27 Cf_ 
sacaríde

o 

3285
318 

3310
729 

- - + + + + 

28 Cf_ 
sacaríde

o 

3398
202 

3453
048 

Ácido 
Teicurô

nico  

BGC00008
68_c1 
(100%) 

+ + + + 

29 Cf_ 
hipotétic

o 

3479
521 

3496
267 

- - + + + + 

30 Cf_ 3602 3671 Bacilisi BGC00011 + + + + 
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sacaríde
o 

828 079 na 84_c1 
(100%) 

31 Cf_ 
hipotétic

o 

3828
167 

3841
831 

- - + + + + 

32 Cf_  
sacaríde

o 

3888
090 

3912
964 

- - + + + + 

33 Cf_ 
hipotétic

o 

3930
024 

3942
622 

- - - + + + 

BGC: Cluster de genes Biossintéticos; MIBiG ID: Código de identidade do cluster no MiBiG; 
PKS: Policetídeo Sintase; TransATPKS: Trans AT Policetídeo Sintase; NRPS: Síntese de 
peptídeo não ribossomal; OtherKS: Outros tipos de cluster PKS  

 2 



 43 

3.2 Ensaio de cultura dupla 3 

O ensaio de cultura dupla foi utilizado para avaliar a atividade inibitória de LABIM40 4 

contra os fungos S. sclerotiorum, M. phaseolina e B. cinerea. Os resultados 5 

representados na (Figura 3) demonstraram 55,8 % de inibição em SS, 63,95 % MP e 6 

66,56 % para BC. A cepa LABIM 40 inibiu todos os fungos testados, sendo BC e MP 7 

os mais sensíveis com mais de 60 % de inibição. 8 

 9 

 10 

Figura 3: Ensaio de cultura dupla entre LABIM40 e os fungos fitopatogênicos. (a) S. 11 

sclerotiorum (SS), M. phaseolina (MP) e B. cinerea (BC). Porcentagem de inibição 12 

do crescimento micelial (ICM%). Médias seguidas de mesma letra não diferem pelo 13 

teste de Tukey (p<0,05). (b) Fotografia do teste de cultura dupla, em (A) está 14 

representado os controles e em (B) os respectivos fungos confrontados com 15 

LABIM40. 16 

 17 

3.3 Atividade antifúngica do sobrenadante livre de células 18 

Ao avaliar a influência do meio de cultura na atividade antifúngica, o meio M2 19 

apresentou ser ideal, pois a atividade do SLC inibiu 72,87 % do fungo BC, 68,31% 20 

MP e 65,31% em SS, sendo mais ativo em BC, no entanto, quando avaliado o meio 21 

M1 a menor atividade foi para BC, com 36,76% de inibição, (Tabela 3 e Figura 4). 22 

Sobre a atividade ao longo da curva de crescimento de LABIM40 (Figura 5), foi 23 

possível observar que, em 12 horas de cultivo houve uma menor inibição para os 24 

fungos MP e BC e nenhuma atividade contra SS. Mas em 24 horas, o SLC de 25 

LABIM40 apresentou ser ativo em todos os fungos testados, tornando-se constante 26 

após esse período, iniciando a fase estacionária em 36 horas de cultivo.  27 

 28 

 29 
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 30 

Tabela 3: Atividade antifúngica em dois diferentes meios de cultivo 

Fungos %ICM M1 %ICM M2 

Macrophomina phaseolina 57,27 aA 68,31 bB 
Sclerotinia sclerotiorum 54,36 bA 65,31 cB 
Botrytis cinerea 36,76 cA 72,87 aB 

Médias seguidas da mesma letra minúscula na coluna e Maiúscula na linha não 
diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). Dados transformados de acordo com Box-Cox 
(1964). 
 31 

 32 

Figura 4: Produção de metabólitos antifúngicos em diferentes meios, (A) representa 33 

o meio M1 e (B) o meio M2, para os respectivos fungos Sclerotina sclerotiorum (SS), 34 

Macrophomina phaseolina (MP) e Botrytis cinerea (BC) 35 

 36 

 37 

Figura 5: Cinética do crescimento celular e atividade antifúngica do sobrenadante 38 

livre de células de Bacillus velezensis LABIM40. Porcentagem de Inibição do 39 
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Crescimento Micelial (ICM %), Unidade Formadora de colônias por mililitro 40 

(UFC/mL). 41 

 42 

3.4 Efeito da temperatura, pH e luz no sobrenadante de B. velezensis LABIM40 43 

O sobrenadante continuou ativo mesmo sendo submetido a temperatura elevada 44 

(Figura 6), no entanto a atividade foi menor após a autoclavagem, sendo mais 45 

evidente em BC, com ICM de 73, 65, 64, 60 %, SS 65, 63, 63, 62 e MP 68, 62, 64, 46 

63 nas respectivas temperaturas 28 (sem tratamento), 70, 100 e 121 °C. 47 

Sobre o teste de estabilidade nas variações de pH, o sobrenadante apresentou ser 48 

estável, sem mudanças significativas para todos os fungos testados (Figura 7).  49 

De forma similar, a estabilidade do sobrenadante ao ser expostos na luz UV 50 

(ultravioleta) e LV (luz visível), também apresentou ser estável, com pouca diferença 51 

entre os tratamentos de cada fungo (Figura 8). 52 

 53 

 54 

Figura 6: Avaliação da estabilidade do sobrenadante livre de células de B. 55 

velezensis cepa LABIM40 quando submetido a diferentes temperaturas. (a) S. 56 

sclerotiorum (SS), M. phaseolina (MP) e B. cinerea (BC). Porcentagem de Inibição 57 

do crescimento Micelial (ICM %). (b) Fotografia do teste de termoestabilidade. Nas 58 

linhas estão representados os respectivos fungos descritos acima e nas colunas os 59 

tratamentos em 28 (sem tratamento), 70, 100 e 121 °C. 60 

 61 
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 62 

Figura 7: Avaliação da estabilidade do sobrenadante livre de células em diferentes 63 

pH (3-11). S. sclerotiorum (SS), M. phaseolina (MP) e B. cinerea (BC), Porcentagem 64 

de Inibição do Crescimento Micelial (ICM %). 65 

 66 

 67 

Figura 8: Avaliação da fotoestabilidade do sobrenadante livre de células de B. 68 

velezensis cepa LABIM40 exposto por 12 horas na luz ultravioleta (UV) com o 69 

comprimento de onda de 365 nm e luz visível (LV), testado contra os fungos S. 70 

sclerotiorum (SS), M. phaseolina (MP) e B. cinerea (BC). Porcentagem de Inibição 71 

do Crescimento Micelial (ICM %). Letras iguais não diferem pelo teste de Kruskal-72 

Wallis (p<0,05).  73 



 47 

3.5 Avaliação da Concentração Inibitória Mínima (CIM)  74 

A concentração inibitória mínima encontrada para SS foi de 1,2%, MP foi de 2,5% e 75 

para BC 20% (Figura 9). A estimativa da dose efetiva para inibir 50 e 90% dos 76 

fungos foram: 0,55 e 1,0 para SS, 0,08 e 1,9 para MP e 0,7 e 6,2 para BC, 77 

respectivamente (Figura 10).  78 

 79 

 80 

 81 

Figura 9: Concentração inibitória mínima em meio solidificado. Nas linhas está 82 

representado os fungos Sclerotina sclerotiorum (SS), Macrophomina phaseolin (MP) 83 

e Botrytis cenerea (BC) e nas colunas as concentrações testadas, indo de 40% á 84 

0,07% do sobrenadante de LABIM40 85 

 86 

 87 
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 88 

 89 

Figura 10: Estimativa da dose efetiva para inibir 50 e 90 % dos fungos: S. 90 

sclerotiorum, M. phaseolina e B. cinerea. Porcentagem de Inibição do Crescimento 91 

Micelial (ICM %). 92 

 93 

3.6 Avaliações morfológicas  94 

Para caracterizar a morfologia de LABIM40, uma observação da colônia foi realizada 95 

(Figura suplementar 1). Com maiores aumentos da região da borda da colônia 96 

(Figura suplementar 1 B-E) foi possível visualizar uma grande massa celular (Figura 97 

suplementar 1 F-G), caracterizada em arranjos espirais (Figura suplementar 1 H), e 98 

com células em formato de bacilo. 99 

Para investigar o efeito antifúngico do SLC contra SS, uma região entre a zona de 100 

inibição e as hifas do fungo foram retiradas e observadas em MEV. No controle 101 

(Figura 11 A-C), foi possível observar uma intensa massa de micélios fúngico, com 102 

hifas septadas e volumosas (Figura 11 B), e produção de exopolissacarídeo (Figura 103 

11 C). No tratamento a região entre a zona de inibição e o fungo foi observada 104 

(Figura 11 D), e em maiores aumentos foi possível visualizar hifas mais finas e com 105 
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septos mais destacados (Figura 11 E), com redução de exopolissacarídeos, mas 106 

com presença de cristais provenientes da produção dos metabólitos de LABIM40 107 

(Figura 11 F). 108 

 109 

 110 

Figura 11: Microscopia eletrônica de varredura, imagens do efeito antifúngico do 111 

sobrenadante livre de células de B. velezensis cepa LABIM40 contra Sclerotinia 112 

sclerotiorum. O controle é referente ao spot fúngico sem tratamento (A-C). O 113 

tratamento (D-F), é referente a área de transição entre o crescimento fúngico e a 114 

região de inibição. Magnitudes de (A) 45X, (B) 800X, (C) 3000X, (D) 45X, (E) 800X, 115 

(F) 3000X. 116 

 117 

4 Discussão 118 

Na natureza os microrganismos fazem parte dos serviços ecossistêmicos, 119 

disponibilizando nutrientes para as plantas, participando dos processos de ciclagem 120 

nutrientes, antibiose, entre outros (BENDER et al., 2016). Existe vários métodos para 121 

avaliar a capacidade de antibiose de um microrganismo em situações in vitro e a 122 

base desses métodos pode ser relacionada com o estresse abiótico e biótico. Esse 123 

último é caracterizado como um confronto direto entre dois microrganismos 124 
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diferentes (BERTRAND et al., 2014), como observado no teste de cultura dupla entre 125 

LABIM40 e os fungos fitopatogênicos.  126 

No entanto, conhecer a espécie antagônica, seu genoma e as melhores condições 127 

abióticas de cultivo, são fatores importantes que também devem ser levados em 128 

consideração quando o interesse é a produção de metabólitos secundários 129 

(BERTRAND et al., 2014). 130 

Em um estudo anterior o genoma de B. velezensis LABIM40 foi sequenciado 131 

(BAPTISTA et al., 2018). Através do sequenciamento uma análise filogenômica foi 132 

realizada, sendo possível observar a similaridade de B. velezensis com cepas do 133 

grupo amyloliquefaciens e a relação de ambos ao grupo subtilis. Essa similaridade 134 

entre esses grupos, proporcionou anteriormente a classificação errônea de vários 135 

isolados de B. velezensis. No entanto, com os avanços das técnicas de 136 

sequenciamento e das ferramentas de bioinformática muitos isolados dessa espécie 137 

estão sendo reclassificados (DUNLAP et al. 2016; FAN et al. 2017). 138 

Quando analisado a similaridade entre as cepas da árvore filogenômica e outras 139 

cepas depositadas no GenBank utilizando os parâmetros de comparação dDDH e 140 

ANI, foi possível observar que a cepa S141 foi a mais similar com a bactéria em 141 

estudo. Porém, S141 é uma rizobactéria promotora de crescimento de plantas 142 

(SIBPONKRUNG et al., 2017), característica essa ainda não avaliada em LABIM40. 143 

A segunda bactéria mais similar é a cepa NKG-1 que segundo Liu et al. (2018) além 144 

da atividade de promoção de crescimento de plantas, também apresenta capacidade 145 

de inibir fungos fitopatogênicos, entre eles B. cinerea (GE et al., 2016).  146 

O terceiro isolado mais similar é a cepa B. amyloliquefaciens CC178, antagonista de 147 

vários patógenos de plantas, inclusive S. sclerotiorum (KIM et al., 2015). Essa cepa 148 

devido aos valores de dDDH e ANI, possivelmente pertence ao grupo dos B. 149 

velezensis. 150 

Sobre a relação das BGCs encontradas no genoma de Bacillus spp, os NRPSs e 151 

PKSs são os mais comuns (GRUBBS et al, 2017), sendo também observados no 152 

genoma de B. velezensis LABIM40 Esses e outros BGCs, são responsáveis pela 153 

produção de vários metabólitos secundários de interesse biotecnológico, sendo 154 

caracterizados de acordo com a sua composição química, podendo ser peptídeo 155 

(bacteriocinas, bacilisina), lipopeptídeos (surfactina, iturina, fengicina), policetídeos 156 

(dificidina, bacilaene, macrolactina) entre outros (SANSINENEA e ORTIZ, 2011).  157 
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A cepa LABIM40, possui vários clusters ainda não identificados, e outros já 158 

identificados, compartilhados com outros isolados com potencial biotecnológico já 159 

descrito na literatura, (Figura 2 e Tabela 2), como é o caso de bacilibactina, 160 

macrolactina, surfactina e bacilisina, presentes na cepa QST713 do produto 161 

comercial Serenade® (PANDIN et al., 2018) e na cepa FZB42 do produto comercial 162 

RhizoVital® (CHEN et al. 2009; FAN et al 2018). Isso indica que LABIM40 também 163 

tem grande potencial biotecnológico e pode fazer parte de um produto comercial no 164 

futuro. 165 

No entanto, há clusters que não foram compartilhados com as cepas de referência 166 

(Figura 2, lacunas), sendo o cluster 1 (Tiopeptídeo) o principal, pois toda sequência 167 

desse cluster não apresentou similaridade com as cepas de referência. 168 

Os Tiopeptídeos são encontrados no genoma de muitas bactérias, são peptídeos 169 

sintetizados por ribossomos e modificados após a tradução (BOGART e BOWERS., 170 

2019). Esses podem estar relacionados a formação de biofilme, ação antibacteriana 171 

(BLEICH et al., 2015), antifúngica (MIZUHARA et al., 2011), dentre outras. Segundo 172 

Just-Baringo et al. (2014) há mais de cem famílias desse cluster. 173 

Porém para ativação desses e de outros genes responsáveis pela ação 174 

antimicrobiana, o meio de cultivo é de extrema importância (BERTRAND et al. 2014). 175 

Por isso muitos estudos estão sendo desenvolvidos para formular meios mais 176 

adequados para produção de metabólitos secundários (GU et al. 2005; YI et al. 177 

2015; KILANI-FEKI et al. 2016; SHAFI et al. 2017).  178 

Nesse contexto, o meio M2, suplementado com micronutrientes proporcionou 179 

condições mais adequadas para LABIM40 produzir compostos antifúngicos. 180 

Utilizando uma proposta similar a esse meio, com fontes de carbono, nitrogênio e 181 

micronutrientes, Mosquera et al. (2014) e Chen et al. (2018) identificaram atividade 182 

antifúngica em cepas de Bacillus sp.  183 

Contudo, em alguns casos dependendo do microrganismo estudado, um meio 184 

simples também pode proporcionar a produção desses compostos, como avaliado 185 

no meio M1 e pelos autores Zouari et al. (2016) e Torres et al. (2016) ao utilizar 186 

respectivamente os meios LB e Mueller Hinton. 187 

Além das fontes de nutrientes, o crescimento microbiano também influencia na 188 

síntese de biomoléculas, pois as moléculas provenientes do metabolismo secundário 189 

são mais expressas na fase exponencial e estacionária, como observado no 190 
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presente estudo e similar ao estudo de Lim et al. (2017) com atividade antifúngica na 191 

fase estacionária.  192 

Nesse teste houve atividade para MP e BC e nenhuma atividade para SS em 12 193 

horas de cultivo. Esse resultado possivelmente está relacionado com a produção de 194 

mais de uma molécula ou grupo de moléculas ativas, ou a concentração da molécula 195 

ativa não era suficiente para inibir SS. 196 

Na técnica de separação de moléculas por tamanho, utilizando membranas de 197 

ultrafiltração AMICON® (Millipore, USA) foi possível observar dois grupos de 198 

compostos ativos (Dados não mostrados). Além disso, o gênero Bacillus sintetizam 199 

vários compostos antifúngicos (MOSQUEIRA et al 2014; ARROYAVE-TORO et al. 200 

2017) e LABIM40 possui vários clusters relacionados com a biossíntese dessas 201 

moléculas, como surfactina, fengicina e outras ainda não identificadas  202 

O resultado do teste de termoestabilidade também demonstrou relação com a 203 

primeira hipótese. Nesse teste foi possível observar que houve uma queda da 204 

atividade conforme o aumento da temperatura, no entanto os compostos presentes 205 

não perderam atividade e dentre os fungos, BC foi o que apresentou menor inibição 206 

no tratamento, confirmando a primeira hipótese de haver mais de uma molécula 207 

ativa. 208 

Sobre a estabilidade desses compostos, houve pouca variação de atividade na faixa 209 

de pH testado, sendo, portanto, o sobrenadante de LABIM40 estável a faixa de pH 210 

testado Similar ao teste de termoestabilidade e pH, Yu et al. (2002), também 211 

observaram estabilidade nos compostos produzidos por uma cepa de Bacillus sp. 212 

Porém, Zhao et al. (2010) ao avaliar uma cepa de Bacillus, obtiveram grande 213 

redução da atividade nos parâmetros de temperatura e pH.  214 

Já na fotoestabilidade ao comprimento de onda de 365 nm e Luz visível, houve 215 

variações na atividade entre os tratamentos e os fungos, em alguns casos com 216 

pequeno incremento de atividade na luz UV e visível. Portanto, em 12 horas de 217 

exposição no comprimento de onda testado, o sobrenadante foi estável. Similar a 218 

esse resultado, os compostos de B. amyloliquefacies cepa CNU114001, também 219 

foram estáveis na exposição a luz UV, no entanto, com tempo de exposição de 30 220 

minutos (JI et al., 2013). 221 

Após os testes de estabilidade, foi avaliado a CIM do sobrenadante de LABIM40 222 

contra os fungos SS, MP e BC. Para isso, o sobrenadante foi autoclavado para 223 
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esterilização, devido a inibição de mais de 50% apresentada no teste de 224 

termoestabildiade. 225 

Todos os testes realizados foram essenciais para a caracterização da atividade, 226 

sendo o seu efeito avaliado nas alterações morfológicas nas hifas de SS, mostrando 227 

o potencial de LABIM40 como agente de controle biológico. 228 

 229 

5 Conclusão 230 

B. velezensis LABIM40 é um agente de controle biológico pois apresentou nas 231 

análises in silico clusters relacionados a inibição de patógenos fúngicos, sendo 232 

comprovado a atividade nos testes in vitro, com a inibição de todos os fungos 233 

testados. 234 

Além disso, os compostos produzidos por essa cepa não perdem atividade em 235 

temperaturas elevadas, sendo estáveis em variações de pH e nos comprimentos de 236 

onde de 365 nm e luz visível. Portanto, esses estudos serviram para indicar o 237 

potencial biotecnológico da cepa LABIM40 e prospectar novas pesquisas a caminho 238 

de um produto comercial. 239 

240 
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Figura suplementar 1: Microscopia eletrônica de varredura da colônia de 453 

B.velezensis cepa LABIM40. Magnitudes de (A) 50X, (B) 100X, (C) 200X, (D) 400X, 454 

(E) 800X, (F) 1600X, (G) 3000X, (H) 6000X, (I) 12000X 455 
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5 CONCLUSÕES 458 

Com o sequenciamento completo de B. velezensis cepa LABIM40, foi possível não 459 

só identificar como pertencente a essa espécie, mas também proporcionou 460 

comparações de similaridade genômica, predição dos metabólitos secundários com 461 

interesse biotecnológico, além de subsidiar informações que favoreçam novas 462 

pesquisas relacionadas a produção de metabólitos antimicrobianos.  463 

Paralelamente, LABIM40 produz metabólitos antifúngicos com estabilidade nas 464 

faixas testadas de temperatura, pH e luz, caracterizando os seus compostos para o 465 

uso em diferentes condições ambientais, sendo, um bom agente de biocontrole. 466 

Contudo muitas pesquisas ainda devem ser realizadas, para identificação do 467 

princípio ativo e caracterização da atividade in vivo.  468 

469 
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