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RESUMO

Existem fatores que limitam a producgdo agricola, sendo eles abioticos e bioticos. Dentre os
bioticos, hd os agentes causadores de doencas em plantas, fitopatogenos, como exemplo
Sclerotinia sclerotiorum. Um fungo polifago, causador de danos em cultivos de importancia
agricolas. E essencial desenvolver tecnologias que aumentem a produtividade e que sejam
sustentaveis. Uma alternativa viavel € o uso de microrganismos benéficos, como os promotores
de crescimento em planta e os antagonistas de fitopatdgenos. Portanto o objetivo da pesquisa ¢
prospectar microrganismos para producao de bioinsumos a base de bactérias para o controle de
S. sclerotiorum e promocao de crescimento vegetal em feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris).
O estudo foi desenvolvido em duas institui¢des, no UNIPAM e VIVABIO. Foram testadas 63
cepas pertencentes aos géneros Bacillus e Paenibacillus, de trés instituicdes diferentes. Os
experimentos in vitro constituiram por selecao de bactérias antagonista ao patdogeno pelo teste
de dupla cultura, potencial de multiplicagdo das bactérias e producao de enddsporos, producao
de metabolitos termoestaveis, compostos volateis, inibicdo da germinagdo do esclerddio e
classificacdo filogenética. Apos os resultados preliminares, foram selecionadas seis cepas
promissoras, sendo elas GNO1, GN120, 17AN673, GA155, GA157 e GA163. Foi realizado o
teste de dupla cultura com outros trés fitopatégenos, Macrophomina phaseolina Fusarium
oxysporum € Rhizoctonia solani. Foram realizados testes in vivo com as seis cepas, que
constituiram de biocontrole no tratamento de semente com solo infestado e em folha destacada
de feijoeiro. Foi avaliado a influéncia das bactérias na emergéncia e promog¢ao de crescimento
do feijoeiro no estadio inicial. Um total de 20 cepas foram capazes de inibir o patégeno. As
cepas GNOI1, GNI120, 17AN673, GAI155, GA157 e GA163 produzem metabdlitos
termoestaveis que inibem o crescimento da Sclerotinia sclerotiorum, mas nao produzem
compostos volateis inibitoérios € ndo inviabilizam os esclerédios. As cepas GNO1, GN120,
17AN673, GA155, GA157 e GA163 podem inibir o crescimento de M. phaseolina F.
oxysporum ¢ R. solani. As GNO1, GN120, 17AN673, GA157 ¢ GA163 sdo eficientes no
controle da doenca em folha destacada. GNO1 diminuiu a incidéncia da doen¢a e aumentou o
numero de plantulas emergidas. A GA155 aumentou a massa do sistema radicular em plantas

de feijoeiro.

Palavras chaves: biocontrole, bactérias, Bacillus, and Paenibacillus.



ABSTRACT

There are factors that limit the agricultural productions, they being abiotic and biotic. Among
the biotic, it is the disease-causing agents in plant, phytopathogens, such as Sclerotinia
sclerotiorum. A polyphagous fungus, which causes damage to crops of agricultural importance.
It is essential to develop technologies that increase productivity and are sustainable. A viable
alternative is the use of beneficial microorganisms, such as plant growth promoters and
phytopathogen antagonists. Therefore, the objective of the research is to prospect
microorganisms for the production of bacteria-based bioinputs for the control of S. sclerotiorum
and promotion of plant growth in common bean (Phaseolus vulgaris). The study was developed
in two institutions, UNIPAM and VIVABIO. 63 strains belonging to the genera Bacillus and
Paenibacillus were tested, from tree different institutions. The in vitro experiments consisted
of selection of pathogen-antagonist bacteria by the double culture test, potential for
multiplication of bacteria and production of endospores, production of thermostable
metabolites, volatile compounds, inhibition of sclerotium germination and phylogenetic
classification. After the preliminary results, six promising strains were selected, namely GNOI,
GN120, 17AN673, GA155, GA157 and GA163. Was carried out the double culture test with
others phytopathogens, Macrophomina phaseolina Fusarium oxysporum and Rhizoctonia
solani. In vivo tests were carried out with the six strains, which constituted biocontrol in the
treatment of seed with infested soil and detached leaf in common bean. The influence of bacteria
on the emergence and growth promotion of common bean was also tested. A total of 20 strains
were able to inhibit the pathogen. The strains GNO1, GN120, 17AN673, GA155, GA157 and
GA163, have an action on the germination of sclerotia, produce thermostable metabolites that
inhibit the growth of the Sclerotinia sclerotiorum, but do not produce volatile compounds. The
strains GNO1, GN120, 17AN673, GA155, GA157 and GA163 can inhibit the growth of M.
phaseolina F. oxysporum and R. solani GNO1, GN120, 17AN673, GA157 and GA163 are
efficient in the control of the disease in detached leaf. GNO1 decreased the incidence of the
disease and increased the number of seedlings emerged. GA155 increased the mass of the root

system in common bean plants.

Keywords: biocontrol, bacteria, Bacillus, and Paenibacillus.
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1-INTRODUCAO

Segundo a ONU (2022) estima-se que a populagdo mundial atingird nove bilhdes de
habitantes ao final da década de 30, com isso haverd aumento na demanda para suprir as
necessidades bésicas, como a producdo de alimento. Além do aumento na quantidade de
alimentos, os consumidores exigem alimentos mais saudaveis (SAUSEN et al., 2021). Diante
1sso o desenvolvimento agricola ¢ um dos métodos para sanar a pobreza e aumentar a
prosperidade de alimentos para futuras populacdes (VAZ JUNIOR, 2020). Porém, ¢ preciso
aumentar a produtividade com menor risco ao meio ambiente (CARBONE e GARCIA, 2021).

Aumentar a produtividade de forma sustentavel se torna um desafio, pois ha fatores que
afetam a produtividade de forma negativa, sendo eles bidticos e abidticos (ARAUJO et al. 2019;
De Almeida et al., 2019; Da Silva, 2022). Dentre os fatores bioticos, as doencas de plantas sao
limitantes para produgdo agricola em diferentes culturas, que podem ser causadas por fungos,
bactérias, virus, nematdides e protozoarios (MICHEREFF, 2001). Os fungos sdo responsaveis
por causarem a maioria das doengas.

Dentre esses fungos podemos citar Sclerotinia sclerotiorum, um patogeno que infecta
mais de 500 espécies de plantas entre 75 familias. Possui importancia agricola por causar
doenca em culturas de valor comercial, como soja, feijao, algoddo e em algumas hortaligas
como as cucurbitaceas, brassicas e solaniaceas (BOLAND e HALL, 1994; SAHARAN e
MEHTA, 2008), que também implica em um dificil manejo. Outro fato que limita a eficiéncia
do controle ¢ possuir em seu ciclo de vida uma fase de resisténcia, no qual ele produz uma
estrutura denominada esclerodio que permanece no solo por varios anos (JULIATTI et al.,
2015).

Neste caso o controle quimico ¢ a pratica mais utilizada para manejo de doengas.
Embora haja vantagens, a utilizagdo em excesso de agroquimicos podem ocasionar maleficios
como, efeito nocivo a saide humana (GARCIA e DE LARA, 2020) e impactos ambientais
(PEREIRA et al., 2019). Além disso ha caso de perda de eficiéncias de algumas moléculas, em
funcdo da sele¢do de individuos resistentes (CORKLEY et al., 2022). Com a perda da eficiéncia
de moléculas ha necessidade de lancar novas no mercado, entretanto pesquisas para o
desenvolvimento de defensivos quimicos podem ter alto custo e longos periodos de tempo.

Uma das alternativas para minimizar os efeitos nocivos das doengas ¢ o controle
biologico. O qual esta vinculado a sustentabilidade, que ¢ definido como “fendmeno natural
que consiste na regulacdo de plantas e animais por agentes de mortalidade bidtica” (PARRA,

2019). A utilizag@o de microrganismo como agente de controle bioldgico na agricultura mostra
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um cendrio promissor, pois os resultados sdo positivos. Ha microrganismos eficientes no
manejo de diferentes fitopatdgenos, como bactérias do género Bacillus (DE MELO e SERRA,
2021) e Paenbacillus (DOBRZYNSKI e NAZIEBLO, 2024).

Estes dois géneros, Bacillus e Paenibacillus, sao potenciais agentes de biocontrole de S.
sclerotiorum. Dos Bacillus podemos citar espécies como B. subtillis, B. amyloliquefaciens, B.
venezensis entre outras (AYAZ et al., 2024, FARZAND et al., 2019, CHENG et al., 2024,
RIBEIRO et al. 2021 e KOCAK e BOYRAZ, 2024). Apesar de serem menos relatados que os
Bacillus, os Paenibacillus possuem relatos no controle de S. sclerotiorum (FATOUROS et al.,
2018).

Além do controle de fitopatogenos, estes dois géneros possuem outras caracteristicas
desejaveis para agricultura. Pois promovem crescimento vegetal, melhoram a nutrigdo das
plantas e aumento da tolerancia das plantas a estresses bidticos e abidticos (MONTALVAO et
al., 2022, HUSSAIN et al., 2020, PAUL et al., 2022, FIGUEREDO et al., 2023), demonstrando
promissoras na composi¢ao de bioprodutos. A incorporacdo de produtos bioestimulantes, como
formulagdes microbiana, em sistema de produgdao tem demostrado cada vez mais ser uma

estratégia para uma agricultura sustentavel e a seguranca alimentar (TSOTETSI et al., 2022).
1.1. Justificativa

O mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum) ¢ uma das principais doengas de plantas no
pais, e possui um dificil controle, diante disso faz-se necessaria a busca por novas tecnologias
e taticas para o manejo da mesma. Alternativas estas que devem ser sustentaveis, eficientes,

viaveis e aceitas pela comunidade agricola.
1.2. Objetivos

Portanto, o objetivo da pesquisa € prospectar isolados bacterianos como potenciais no
controle de Sclerotinia sclerotiorum in vitro. Verificar a multiplicagdo e produgao de
enddsporos para formular um produto. Avaliar o efeito dos isolados promissores em outros
fitopatdgenos de solo. Testar a eficiéncia dos fermentados no biocontrole da doenga em plantas

de feijoeiro (Phaseolus vulgaris). Avaliar o potencial de promogao de crescimento em feijoeiro.
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2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Sclerotinia sclerotiorum

2.1.1 Historico de mofo branco no Brasil.

A Sclerotinia sclerotiorum (Lib) Barry ¢ uma espécie de fungo que foi reportado a
primeira vez em 1837 e classificado no género Peziza, Bélgica (INDEX FUNGORUM, 2024,
BOLTON et al., 2006). Conhecido como mofo-branco, atualmente esse patogeno esta presente
em varios paises de todos os continentes (PURDY, 1979; ROTHMANN & McLAREN, 2018;
KOHLI et al., 1992).

No Brasil esse patogeno foi relatado a primeira vez no estado de Sdo Paulo na cultura
de batata (Solanum tuberosum L.) no ano de 1921 (JULIATTI et al., 2015 apud CHAVEZ,
1964). Posteriormente, nas décadas de 40 e 50, foi relatado nas regides Sul e Sudeste do pais
como doenga secundéria em feijdo (Phaseolus vulgaris) e hortalicas (LOBO JUNIOR, 2011).
Jano ano de 1961 foi relatado o fungo atacando outra leguminosa, ervilha (Pisum sativum L.),
no estado de Sdo Paulo (CAFE FILHO, 1985). Ferreira et al. (1979) descreveu que no ano de
1975 a doenga ja era um problema nas lavouras de soja no Parand, causando um dano de até
70% de plantas infectadas.

Na década de 80 a doenga ja era uma realidade nociva presente no cerrado, em lavouras
de ervilha no Distrito Federal (SANTOS et al., 1991), em Minas Gerais (NASSER et al., 1984).
Ao fim da década de 80 o patdgeno foi relatado na regido nordeste, presente em raizes de
cenoura (Daucus carota) na Bahia (OLIVEIRA et al., 1989) e amendoim (Arachis hypagea) em
Pernambuco (COSTA et al., 1989). No ano de 1996 foi observado o primeiro relato de mofo-
branco na cultura do algodao (Gossypium hirsutum) em sistema irrigado no municipio de
Paracatu na regiao do noroeste Mineiro (CHARCHAR et al.,1999).

Atualmente a doenga estd presente em praticamente todas as regides cultivaveis do
territorio nacional, abrangendo os estados Parand, Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Minas
Gerias, Sao Paulo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goias, Bahia e Maranhao (MEYER et
al., 2019; WEBER et al., 2011; GOMES et al., 2005). Segundo Meyer et al. (2019) a estimativa
que cerca 10 milhdes de hectares de soja esteja infestada com o patdgeno, cerca de 28% da area
de cultivo e que o dano causado pode comprometer de 20 a 30% da producao e em casos mais
severos da doenca até 70%.

O feijao ¢ umas das principais culturas do Brasil, e grandes produtores utilizam de

sistema de irrigacdo para a produg¢do, isso garante as condi¢des favoraveis a doenca (ROCHA
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et al., 2018). Segundo Vieira et al (2001) por ser plantado no inverno e necessitar de irrigacao,

o feijdo no estado de Minas Gerais favorece o desenvolvimento da doenca.

2.1.2 Biologia

A Sclerotinia sclerotiorum (Lib) Barry ¢ uma espécie de fungo verdadeiro (Reino Fungi)
do Filo Ascomycota, Classe Leotiomycetes, ordem Helotiales, Familia Sclerotinaceae, Género
Sclerotinia. INDEX FUNGORUM, 2024, Bolton et al., 2006). E um fitopatogeno necrotréfico
e profilatico, de alcance mundial, que ataca mais de 500 espécies de plantas dentre 75 familias,
dentre elas varias culturas de interesse econdmico (BOLAND e HALL, 1994; SAHARAN e
MEHTA, 2008). Apesar de sua ampla gama de hospedeiros, ndo ha relato do fungo parasitando
plantas da familia Poaceae (JULIATTI et al., 2015).

Uma caracteristica marcante desse fungo ¢ a produgao de esclerodios, que sdo estruturas
de sobrevivéncia do patogeno no solo, podendo permanecer viavel por mais de 5 anos
(STEADMAN, 1983). Os esclerddios iniciais sdo formados a partir do surgimento de
numerosos ramos laterais originados de uma ou mais hifas principais. Essas hifas ficam
dispostas paralelamente e sdao mais espessas que uma de micélio vegetativo comum, sao
preenchidas e transformadas por numerosos septos em uma cadeia de células curtas, ocorre a
compactacdo desse agregado de hifas, por fim acontece a limitacdo e matura¢do do agregado
de hifas, deposi¢ao de melanina na superficie e a formacao da camada protetora sobre a massa
interna (TOWNSEND e WILLETTS, 1954). Esse processo pode ocorrer sob superficie do
tecido hospedeiro e retornam para o solo (GARCIA et al., 2012).

Em condicdes favoraveis esse esclerodio pode germinar formando micélio em presenga
de um hospedeiro susceptivel, onde infecta o tecido e coloniza, ou germinar produzindo o
apotécio (LEITE, 2005). Através da germinagao carpogénica do esclerddio ha a formagao dos
apotécios, as condigdes que favorecem esta germinacao sdo, o esclerédio deve estar enterrado
no solo, com temperaturas entre 11 e 20 °C, com solos umidos mais de sete dias (STEADMAN,
1983, BIANCHINI et al., 1997). O apotécio € o corpo de frutificacdo, de dimensdes entre 2-10
mm com formato chato e concavo. As ascas sao cilindricas com até 7 um de didmetro e 156 um
de comprimento. Os ascdsporos, esporos produzidos nas ascas, sdo hialinos de formato
elipsoides, medindo entre 4-6 x 9-14 um (KIMATI et al., 1997). Um apotécio pode produzir até
7,27 x 10° ascésporos (SCHWARTZ e STEADMAN, 1978).

Sua disseminag¢do pode ocorrer por meio de esclerddios presentes em lotes de sementes,
e por sementes infectadas com indculo (JULIATTI et al., 2015), ascosporos dispersados pelo

vento (ADAMS e AYERS, 1979). A infec¢ao no tecido do hospedeiro pode ocorrer por
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ascosporos, geralmente, na jungdo do ramo e o peciolo, que ocorre na fase susceptivel da planta,
em pleno florescimento (BIANCHINI et al., 1997, JULIATTI et al., 2015). Pode ocorrer por
meio da germinagdo micelial, onde o micélio penetra o tecido do hospedeiro (LEITE, 2005). E
por meio de micélio presentes em sementes contaminadas, onde ele se desenvolve no tecido
vegetal causando a doencga (JULIATTI et al., 2015). A doenga pode ocorrer entre 5-30 °C, sendo
que a incidéncia da doenga ¢ favorecida por alta umidade e temperaturas entre 18 e 22 °C, a
umidade ¢ o fator mais limitante (BIANCHINI et al., 1997, HARIKRISHNAN e DEL RiO,

2006). O ciclo de vida do patdgeno esta representado na figura 1.

Disseminagao

dos Ascosporos (©)
Penetragao floral
Apotécio dos Ascosporos
OF G

1 Penetragao micelial
N das hastes
-

Germinagao Ju—— )
carpogénica A (&) Planta infectada ~ (P)
Esclerodio & -
Formagao del
esclerodios
Esclerédio 4

Germinagao
miceliogénica

Esclerddio

Figura 1. Ciclo de vida da Sclerotinia sclerotiorum em relagao ao hospedeiro. a) Germinagao
carpogénica; b) Disseminacao de Ascosporo; c¢) Flor; d) Planta infectada; e) Formacao de

esclerddio; ) Esclerddio; g) Germinagdo miceliogénica.

Os sintomas do mofo branco podem ser vistos na parte aérea, comecando com lesdes
pequenas e aquosas evoluindo de tamanho afetando todo tecido colonizado. Os 6rgaos afetados
comecam a perder cor, havendo o amarelecimento e evoluindo para marrom, com
apodrecimento do tecido levando a morte. Em condigdes de alta umidade pode ser observado o
aparecimento do micélio branco e cotonoso que engrossa e forma o esclerodio (BIANCHINI et

al., 1997) conforme a figura 2.
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O sintoma da doenca pode aparecer em forma de tombamento (Damping-off), apesar de
ser pouco frequente, isso ocorre quando plantulas sdo atacadas por micélios presentes no solo,
proveniente de esclerédios (PURDY, 1979). Hims, (1979) reportou este sintoma em colza
(Brassica napus). Alguns pesquisadores trabalhando com feijao puderam observar o sintoma
sendo um sério problema na fase de desenvolvimento da cultura (EL-GALI, 2018,
RODRIGUES e Da CUNHA, 2021). Abdel-Monaim (2011) trabalhou com a doenga causando
damping-off em grao de bico (Cicer arietinum L.) e (Hammami et al., 2013) em tomate

(Solanum lycopersicum L.)

iml "

Figura 2: Plantas de soja (Glycine max) com sintomas (amarelecimento, murcha e seca) e sinais

(micélio e esclerodio) de mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum).
2.1.3. Controle

Por ser um fungo profilatico, com mais de 500 espécies hospedeiras (BOLAND e
HALL, 1994; SAHARAN e MEHTA, 2008), e possui estrutura de sobrevivéncia, o esclerodio,
o seu controle se torna um desafio (JULIATTI et al., 2015). A rotagao de cultura se torna uma
alternativa pouco eficiente, uma vez que praticamente s6 as Poaceae ndo sdo atacadas pelo
patogeno (WENDLAND et al., 2018), porém este método pode ajudar a reduzir o inoculo inicial
na area (BIANCHINI et al., 1997, BRANDAO et al., 2008).

O uso da palhada no solo ¢ uma das alternativas para o manejo da doenga, pois o material
vegetal forma barreira fisica que impede a germinacdo dos esclerddios, reduz o nimero de
apotécio no solo, diminui a incidéncia da doenca e favorece condigdes para a mortalidade do
esclerodio (GORGEN et al., 2007, MENEZES e MEYER, 2014, FELLER et al., 2021). Gorgen
et al, (2008) trabalhando com palhada de Urochloa ruziziensis no manejo de mofo branco
demonstrou que a palhada favorece a mortalidade do esclerédio e aumenta a porcentagem de

parasitismo do Trichoderma spp. sobre o esclerddio.
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O manejo da irrigag@o e o sistema de plantio direto podem diminuir a intensidade da
doenca em feijio (NAPOLEAO et al., 2005). Por meio da redugio da produgio de apotécio da
S. sclerotiorum por meio do manejo da irrigacdo em associagao com a cobertura com palhada
de gramineas (FERRAZ et al., 1999).

Aumentar a aeracdo e permitir a penetracdo de raios solares na lavoura ¢ uma
recomendacdo para o manejo da doenca (BIANCHINI et al., 1997). Para isso o espagamento
entre linhas em culturas perenes, como soja e feijdo, ¢ uma alternativa eficiente (VIEIRA et al.,
2012, LIMA et al., 2021). Macena et al. (2011) comprovaram que aumento do espagcamento
entre linhas do feijoeiro, reduz nimero de esclerodios, incidéncia e severidade da doenca.
Hawthorne (1974) em seu estudo com alface (Lactuva sativa) mostrou que variedades que
apresentam crescimento mais ereto sa3o menos susceptiveis a doenca, uma vez que modifica o
microclima presente nas entre linhas.

O controle genético do mofo branco pode ser uma alternativa eficaz, como por exemplo,
a selecdo de cultivares de soja menos susceptiveis (GARCIA e JULIATTI, 2012) e o tipo de
crescimento de variedades de alface (HAWTHORNE, 1974). Alguns autores apresentaram
trabalhos com genéticos resistentes ou tolerante a doengas em outras culturas, como feijao
(CARNEIRO et al., 2011), girassol (GODOY et al., 2005) e ervilha (PORTER et al., 2009). Isso
mostra que este método pode ser empregado em diferentes culturas.

O controle quimico ¢ uma das principais alternativas de manejo da doenga, porém deve-
se atentar a alternancia de grupos quimicos com diferentes modos de acdo, para retardar o
processo de resisténcia por parte do fungo (MEYER et al., 2022A). Fosfitos de potéssio
apresenta resultados satisfatorio no manejo da doenca, sendo usado como indutores de
resisténcia de plantas (MACEDO et al., 2021) e podendo ser associado a outros métodos
(CAMOCHENA et al., 2020).

Meyer et al. (2011) concluiram em seu estudo que produtos a base carbendazim,
tiofanato metilico e fluazinam podem reduzir a incidéncia da doenga e massa de esclerédio na
cultura da soja. Fluazinam apresenta ser uma molécula eficiente no controle de mofo branco,
reduzindo a severidade da doenca e apresentando ganho de produtividade na soja (CARDOSO
et al, 2015). Aplicagdes de fungicidas no estadio fenologico R1, fase de infeccao da doenca,

apresenta ser eficiente no controle da S. sclerotiorum (MEYER et al., 2011).
2.1.4 Controle biologico

O controle biolégico de mofo branco ¢ norteado por aplicagdo de agentes biologicos

para infeccao do solo (MEYER et al., 2022B). Existem produtos a base de fungos e bactérias
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eficiente no controle da S. sclerotiorum, que podem atuar na producdo de diferentes formas,
como micoparasitismo, antibiose, competi¢ao, inducdo a resisténcia de plantas (MEYER et al.,
2022C).

Dentre os fungos antagonista, o género de Trichoderma destaque-se por ser uns dos mais
utilizado e pesquisado. Inimeras espécies diferentes possuem potencial de controle da doenga,
como, 1. asperellum, (GABARDO et al., 2020), T. harzianum (GORGEN, 2008), T.
asperelloides (SUMIDA et al., 2018), T atroviride, T. koningiopsis (HIDAYAH et al., 2022), T.
viride (MOTLAGH e ABOLGHASEMI, 2022) (HADDAD et al., 2017), T. longibrachiatum
(CASTILLO et al., 2011). Estes fungos atuam na inibicdo da germinagdo carpogénica e
micelial, micoparasitismo, antibiose, producdo de compostos volateis indugdo a resisténcia e
reduc¢do da incidéncia da doenca (MOTLAGH e ABOLGHASEMI, 2022; GERALDINE et al.,
2013, SUMIDA, 2018; RIVERA-MENDEZ et al., 2020, CASTILLO et al., 2011).

Outro fungo que apresenta potencial para o controle de S. sclerotiorum é o Coniothyrium
minitans. Ele possui caracteristica antagonistas semelhantes ao Trichoderma sp. como a
producdo de metabolitos antifingicos, micoparasitismo, secrecdo de substancias e inibicao da
germinagdo de esclerodios (ZHAO et al., 2020; RODRIGUES e CUNHA, 2021,
SIVAGNANAPAZHAM et al, 2022, JONES et al, 2004).

Outro que estd no grupo dos fungos antagonista da S. sclerotiorum, é o Clonostachys
rosea, sendo capaz de diminuir a viabilidade dos esclerodios (DA SILVA et al. 2021), produzir
metabolitos toxicos (COSTA et al., 2009, RODRIGUEZ et al., 2011), e micoparasitismo dos
esclerodios (ETHUR et al., 2014, RODRIGUEZ et al., 2011).

Existem outros fungos que sdo antagonistas da S. sclerotinia, Smolinska e Kowalska
(2018) citam em sua revisdo, espécies como Aspergillus niger, A. ustus, Drechslera sp.,
Epicoccum purpurascens, Penicillium citrinum, P. funiculosum, P. pallidum, Streptomyces
lydicus, Talaromyces flavus e até algumas espécies de fitopatogenos como Fusarium
graminearum, Fusarium oxysporum e Alternaria alternata.

Dentre as bactérias, o género de Pseudomonas ¢ constantemente estudado como agente
potencial para o controle do fitopatdgeno. Isolado de Pseudomonas sp. possui a capacidade de
inibir a germinacao de ascésporos e induzir a producdo de enzimas de defesas por parte da
planta (FERNANDO et al., 2007). Pseudomonas chlororaphis sdo capazes de diminuir a
gravidade da doenga em plantas e produzir metabdlicos antibidticos (SELIN et al., 2009,

BERRY et al., 2010). Pseudomonas aeruginosa apresenta ser promissora no controle do
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patdgeno, pois apresentar capacidade de inibir o crescimento micelial do fungo (DESHWAL,
2012).

O género de Paenibacillus possui bactérias com capacidade de controlar fitopatdogenos.
A espécie de P. alvei ¢ entdo relatada com a capacidade de induzir gene de resisténcia da planta
e reduzir o crescimento S. sclerotiorum (FATOUROS et al., 2018). Paenibacillus polymyxa
podem produzir compostos volateis que inibem a formacao de esclerodio e a infecgao micelial
(Liu et al., 2008).

Existem outras espécies que possuem modo de acdo no controle da S. sclerotiorum,
como Achromobacter piechaudii, Arthrobacter sp., Burkholderia cepacia, Buttiauxella
warmboldiae, Cupriavidus campinensis, Mesorhizobium loti, Pandoraea sp., Serratia
plymuthica (SCHMIDT et al.,, 2021, HAN et al.,, 2023, McLOUGHLIN et al., 1992,
KAMENSKY et al., 2003, CHANDRA et al., 2007).

2.1.5. Biocontrole de S. sclerotiorum com Bacillus sp.

O género dos Bacillus provavelmente deve ser o mais pesquisado para o biocontrole de
doencas de plantas, existem inumeras espécies no controle Sclerotinia sclerotiorum. O Bacillus
amyloliquefaciens ¢ um antagonista da S. sclerotiorum, por meio de atividade antimicrobiana,
produgdo de compostos volateis, enzimas degradadoras de células, e inducdo de resisténcia da
planta, podendo reduz a infec¢do da doenca e diminuir a mortalidade de mudas (FERNANDO
etal, 2007, WU et al., 2014, FARZAND et al., 2019, ABDULLAH et al., 2008). Os antibioticos
lipopeptidicos produzidos por B. amyloliquefaciens causam o rompimento da parede celular do
fitopatogénico (ABREU et al., 2022). Dos Santos et al. (2023) mostram que isolados de B.
amyloliquefaciens produzem compostos volateis que inibem o crescimento da S. sclerotiorum.

Outro exemplo ¢ o Bacillus subtillis secreta substancias antifingicas, que inibem a
germinacgdo e crescimento do fungo, enzimas como quitinase e glucanase que interferem na
sintese da parede fingica, causa vazamento do citoplasma (ZHANG e XUE, 2010, Chen et al.,
2014). Esta espécie ¢ relatada com a capacidade de diminuir a incidéncia e severidade da
doenga, e induzindo resisténcia em plantas (CHEN et al., 2014, AYAZ et al., 2024).

Outra espécie relatada no biocontrole da Sclerotinia sclerotiorum ¢ Bacillus
megaterium, no qual é capaz de produzir substancias que inibem o crescimento das hifas do
patogeno, também diminuiu a incidéncia da doenca em colza (Brassica napus) (HU et al, 2013).
Esta mesma espécie foi relatada aumentando a atividade enzimatica, associadas a defesa e
recuperagao vegetal, em plantas de repolho roxo (B. oleracea var. capitata l. f. rubra) (TOZLU

et al., 2016).
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Bacillus cereus possui um papel fundamental na inibi¢do do crescimento micelial do
fungo e na produgdo de composto volateis inibitorios (HU et al., 2023). Ma et al. (2024)
demostraram, in vitro, que o isolado de B. cereus inibiu em 79% o crescimento micelial do
fungo e apresentou deformagdes nas hifas proxima ao halo de inibicdo. Em outro estudo
apresentou 100% de inibi¢do micelial do patégeno (KOCAK e BOYRAZ, 2024).

Bacillus thuringiensis sdo capazes de induzir a resisténcia sistémica em planta de
mostarda (Brassica campestres) contra a S. sclerotiorum, (WANG et al., 2020). Esta espécie foi
relatada inibindo o crescimento micelial, e apresentou diminui¢ao no didmetro da lesdo causada
pelo fungo (FARZAND et al., 2019).

Bacillus velezensis ¢ um potencial agente de biocontrole da Sclerotinia sclerotiorum
(WANGWANG et al., 2020). Ele ¢ capaz de inibir o crescimento micelial do patogeno e produz
extratos extracelulares antifungicos (CHENG et al., 2024). Esta bactéria foi capaz de inibir o
crescimento micelial por meio de filtrados celulares livres em 64,10% e proporcionou um
aumento de 24% no nimero de mudas saudaveis, de soja (Glycine max) inoculadas com S.
sclerotiorum (MIAN et al., 2024).

Outras espécies de Bacillus sp., como B. altitudinis (Goswami e Deka, 2020), B.
australimaris (SINHA et al., 2023), B. halotolerans, B. atrophaeus, (FARZAND et al., 2019)
B. safensis, B. pumilus (RIBEIRO et al. 2021) e B. simplex (KOCAK e BOYRAZ, 2024) foram

relatadas tendo pelo menos um modo de a¢@o no controle da Sclerotinia sclerotiorum.
2.2 Género Bacillus

Os Bacillus sdo pertencentes ao Super reino Eubacteria, Reino Bacillati, Filo Bacillota
Classe Bacilli, Ordem Bacillales e Familia Bacillaceae (NCBI, 2024). Até a presente data esta
descrito no banco de dados da National Center for Biotechonology Information (2025) 15165
genomas pertencentes ao género.

O género Bacillus foi criado por Cohn em 1872, compostos por bactérias Gram-
positivas, aerobicas, formadoras de endosporos. Este género ¢ um dos mais diversos e uteis
comercialmente entre os microrganismos. Estdo amplamente distribuidos no solo, agua e ar,
onde estdo envolvidos em diferentes transformagdes quimicas, em condicdes de alta
temperaturas, extrema salinidade, acidez e no sistema imunolégico de animais (HARWOOD,
1989, MAUGHAN e VAN DER AUWERA 2011 apud HOLT, 1986).

Uma das caracteristicas marcantes, e utilizada a critério de identificagdo do género
(HARWOOD, 1989) ¢ a formagao de enddsporo, que sao estruturas de resisténcia da bactéria.

Basicamente a funcao dos enddsporos € preservar e propagar as informagdes presentes no DNA
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da bactéria (NICHOLSON, 2002). Os esporos sdo considerados com umas das formas de vida
mais resistentes do planeta, pois resistem a condi¢cdes extremas, como temperaturas (altas
temperaturas, congelamento e descongelamento), dessecagdo, radiacdo, altas pressdes e
produtos quimicos toxicos (NICHOLSON et al., 2000, SETLOW, 2014, LI et al., 2019,
FITZHENRY et al., 2019, KIM et al., 2021, TARRAH et al., 2021, ZHAO et al., 2023). Cano
e Borucki (1995) conseguiram reviver enddsporos de B. sphaericus que estava presente no
abdomen de abelha extinta entre 25- 40 milhdes de anos. Os endosporos sdo compostos pelo
DNA presente no seu nucleo, envolvido pelo cortex protetor e por duas camadas lamelar, interna
e externa (NICHOLSON et al., 2000). O seu tamanho pode varia de acordo com as espécies,
Nicholson et al., 2000 relatou o endésporo de Bacillus subtillis com o eixo longo medindo 1,2
um e area do nucleo 0,25 pm.

Quando a baixa disponibilidade ou auséncia de nutrientes a célula bacteriana se
direciona para a formag¢do do enddsporo, ocasionando a paralisagdo do ciclo de crescimento e
divisdo celular (LANNA FILHO et al., 2010) este processo e conhecido como esporulagdo. Veja
o esquema de formacao de endosporo (figura 3), descrito por Lanna Filho et al. (2010). Porem
a produgdo industrial de esporos ¢ complexo, condigdes favoraveis ¢ dependente da espécie
desejada, fatores como aeragdo, pH e nutri¢ao disponivel podem ser limitantes para uma otima
esporulacdo (BIERMANN e BEUTEL, 2023).

A germinagdo dos enddsporos esta ligada a disponibilidade de nutrientes, como
acgucares, aminoacidos simples e nucleosideos, biossensores sdo capazes de recuperar as
caracteristicas de uma célula ativa, na presenca de nutrientes (MOIR, 2006). O uso de esporos
tem sua vantagem sobre a células vegetativas devido a sua resisténcia (WOLKEN et al., 2003)
assim podemos associar esporos a produtos bacterianos com maior vida de prateleira e

estabilidade, uma vez que sua germinacao acontece em determinadas condigoes.
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Figura 3: Representacdo esquematica da formagdo de endosporo em uma célula da bactéria B.
subtilis quando as condigdes nutricionais sdo limitantes. 1) Célula em condigdes normais; 2)
Condensacao e alinhamento do DNA no centro da célula; 3) Invaginacao celular e inicio da
divisdo do DNA em dois componentes; 4) Separacdo do DNA em dois componentes € formagao
do pré-endosporo; 5) Crescimento da por¢cdo maior da célula que engolfa o pré-enddsporo;
6) Envolvimento do pré-enddsporo por duas camadas de membrana e degradagao do DNA; 7)
Formacao externa de um revestimento protéico e maturacao do endosporo; 8) Formagao de
uma camada adicional denominada de exospoérica; 9) Endosporo maduro, resistente as
condi¢des ambientais; 10) Destruicdo da célula bacteriana por enzimas liticas e liberacdo do

endosporo e 11) Endésporo maduro. (Fonte: LANNA FILHO et al., 2010)
2.2.1 Fungoes dos Bacillus

Existe muito conteido sobre as fungdes ou aplicagdo dos Bacillus e, que vao do
seguimento industrial, agricola e ecologico, caberia um artigo de revisdo para cada uma das
fungdes. Porém aqui sera abordado de forma geral alguns assuntos, com o foco na producao de
alimentos.

Apesar de diferentes espécies desse género ser usada para beneficios da humanidade, ha
relato daquelas que apresentam maleficios. Em uma revisdo Ehling-Schulz et al. (2019)
comparam trés espécies de Bacillus como agentes patoldgicos em humanos, B. cereus associado

a intoxicagdo alimentar, B. anthracis agente causador do antraz e B. thuringiensis causa
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infec¢do em individuos imunocomprometidos. Além da intoxicagdo alimentar, o B. cereus pode
causar doenca por meio da toxinfeccdo (JAVANOVIC et al., 2021).

Este grupo de bactéria ¢ relatado no seguimento industrial. Alguns Bacillus sp. podem
precipitar Carbonato de Calcio, essa tecnologia ¢ aplicada em diferentes areas, como em
industria de papel, tinta, medicamento e plastico e na biorremedia¢ao de matérias de construcao
(DHAMI et al., 2013).

Nguyen et al. (2019), estudaram a autocura e durabilidade do concreto produzido a base
de Bacillus subtillis, onde relataram que 83,74% dos estudos relacionados a microrganismo em
matérias a base de cimentos, s3o com o género dos Bacillus. Jonkers et al. (2010) concluiram
que Bacillus sp. apresentam candidatos potenciais como agentes autocurativo de concreto e
outras matérias a base de cimento.

Estes microrganismos podem ser empregados na recuperagdo de areas poluidas por
minerios e metais pesados. Pereira e Castro-Silva (2010) e seu estudo conclui que algumas
linhagens de bactérias, entre elas alguns Bacillus, podem ser potencias no auxilio de
regeneragao de areas impactadas por mineral de carvao. Imobilizagdo de Uranio por Bacillus

spp. contribui para a biodegradagao de poluentes (ZHONG et al., 2021).
2.2.2 Bacillus na agropecuaria

Comumente os Bacillus sdo relacionados a agricultura, porem eles podem ser aplicados
em outros sistemas de producao. Na piscicultura, espécies com B. subtillis € B. licheniformis
podem serem usadas como probidticos, na reducdo do nivel de estresse por cortisol € no
aumento de atividade enzimatica de defesa, em Clarias gariepinus (ROMANOVA et al., 2020).
Em uma revisdo Kuebutornye et al. (2019) apontam o potencial dos Bacillus sp. na piscicultura,
na manutengao do bem-estar dos animais cultivados, melhoria no crescimento, respostas
imunologicas, utilizacdo de alimentos e qualidade da dgua.

Bacillus subtillis usado com probiotico, pode promover a saide intestinal e 6ssea de
aves, por meio da regulacdo de cada 6rgdo, podendo ainda ser uma ferramenta 1til para melhorar
a saude e aumento na produgao (JIANG et al., 2021).

Sao comumente relacionados também no manejo de insetos pragas. O Bacillus
thuringiensis ¢ relatado principalmente no controle de lepidopteros (YAAKOV et al., 2022,
DUARTE et al., 2021, CHAKRABARTY et al., 2020). Porem outras pragas sdo relatadas sendo
controladas por B. thuringiensis como acaro rajado, Tetranychus urtica (SILVEIRA et al. 2011)
e bicudo vermelho, Rhynchophorus ferrugineus (ELSHARKAWY et al., 2022). Sanchez—

Yafiez et al. (2022) em sua revisdo, descreveram a espécie sendo agente de biocontrole de
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insetos pertencentes as seguintes ordens: Coleoptera, Diptera, Hymenoptera, Homoptera,
Orthoptera e Phthiraptera.

Lima e Cunha (2021) relatou duas cepas de Bacillus sp. causando mortalidade, in vitro,
da broca do café (Hypothenemus hampei). Em seu estudo, Elsharkawy et al. (2022),
demostraram que B. cereus tem capacidade entomopatogénica sobre Rhynchophorus

ferrugineus.
2.2.3 Bacillus Rizobactérias promotoras de crescimento

Alguns Bacillus possuem a capacidade de colonizar o sistema radicular de plantas e
mediar a promocao de crescimento, sdo as rizobactérias promotoras de crescimento em plantas
(RPCP). Essa promogao de crescimento pode ser mediada pelo ganho de biomassa da planta,
incluindo outros fatores com clorofila (SHAFFIQUE et al., 2023). Estas bactérias podem fazer
diferentes reagdes na rizosfera, como a formacdo de biofilme, produgdo de substancia
antibidticas e compostos volateis (ABREU et al., 2022, MOREIRA et al., 2024, PISITHKUL
etal., 2019).

Hé diferentes formas das bactérias promoverem crescimento nas plantas, uma delas ¢
modulagdo ou estimulacdo de fitohormdnios (SAEED et al., 2021). Ayaz et al. (2022) relataram
em seu estudo que dois isolados de Bacillus possuem a capacidade de promover crescimento
através da modulagdo fitohormonal. Sorokan et al., (2021) demostraram que Bacillus subtillis
26D tem a capacidade de incrementar o Acidoidole-3-acetico (AIA) no meio liquido. Neste
mesmo estudo foi apresentado também, que a bactéria tem a capacidade de aumentar os niveis
de hormodnios em brotos novos de batata (Solanum tuberosum) apds danos causado por
desfolha.

Bacillus safanisis foi capaz de produzir hormonios como AIA, acido abacisco (ABA) e
Trans-Zeatina (tZ), e promover crescimento em plantas de batata e repolho (Brassica napus L)
(CHEBOTAR et al., 2024). O 4cido Giberélico (GA), outro fitohormonio, também pode ter sua
produgdo induzida por bactérias (QIN et al., 2021).

Outro mecanismo de promogado de crescimento em plantas promovido pelos Bacillus é
a solubilizag¢do e disponibilidade de nutrientes. A solubilizagdo de fosforo (P), por meio de
bactérias, pode ocorrer pela producdo de acidos organicos, quelagao e troca (SAIED et al. 2018,
ABDELGALIL et al., 2022). O isolado de Bacillus thuringiensis GL-1 podem promover a
solubilizagdo de composto insoliveis como Ca3z(POs), FePOs4s e AIPO4, com maior
solubilizacao por reducao do pH, imobilizacdo de Chumbo (Pb), por meio da liberacao de

espécies de fosfatos, e adsor¢ao do mesmo pelas células (LIU et al., 2021). Isolados de Bacillus
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sp. pode incrementar o ganho de biomassa vegetal, solubilizar fosforo (P) e aumentar o teor do
nutriente na planta, sendo o processo de solubilizacdo uma possivel alternativa para diminuir
aplicacdo de fertilizantes fosfatados nas culturas (MOSELA et al. 2022, LI et al., 2023).

Outro nutriente que pode ser solubilizado por bactérias ¢ o potassio, consequentemente
promovendo crescimento vegetal e incrementando o teor de K na planta (CHEN et al., 2020).
Este processo provavelmente ocorre por meio de producdo de dcidos orgénicos e polissacaridios
(CHEN et al., 2022, ZHOU et al., 2022). Isolados de B. aryabhattai e B. megaterium sao
capazes de solubilizar Zinco (Zn) e promover crescimento vegetal, a solubilizagao pode ocorrer
por meio da produgdo de exopolissacaridios (NASSER et al., 2020). Mumtaz et al., (2020)
concluiram que os Bacillus sp. usados em seu estudo, ¢ recomendado para a biofortificacdo do
milho com Zn em solos deficientes do nutriente. Cepas de Bacillus sp. podem solubilizar e
incrementar a absorcdo de Manganés (Mn) pelas plantas, incrementando atributos de
crescimento em milho (IJAZ et al., 2021). B. amyloliquefaciens pode solubilizar Silicio (Si),
reduzindo a toxidez de Arsénio nas plantas, possivelmente, através da competitividade
nutricional entre os elementos, e promove crescimento (BIST et al., 2022).

Algumas bactérias dos géneros Bacillus podem fixar nitrogénio de forma assimbiotica
(SOUMARE et al., 2020), A promogao de crescimento de plantas pode ocorrer pelo aumento
da absorc¢do de Nitrogénio (N) e fixacdo do mesmo por meio de Bacillus spp. (MASSOD et al.,
2020). Alem disso, Bacillus velezensis, pode promover a eficiéncia da fixacdo de N, numeros,
massa seca ¢ tamanho de nddulos em associacao com Bradyrhizobium diazoefficiens em soja,
havendo o ganho de massa seca de planta (SIBPONKRUNG et al., 2020).

As RPCPs podem produzir sideroforos, que sdo compostos organicos de baixo peso
molecular produzidos por plantas e microrganismo (AHMEd e HOLMSTROM 2014, KHAN
etal., 2022). Estes compostos podem atuar no ciclo do Ferro (Fe), e consequentemente no ciclo
do P pois este elemento pode estar precipitado com Fe, acimulo de cobre (Cu) (KHAN et al.,
2022, KUMAR et al., 2021).

Alguns Bacillus sp. podem induzir a tolerancia de plantas aos estresses abidticos, como
estresse hidrico e salino e deficiéncia nutricional, aliada a promogao de crescimento (AYAZ et
al., 2022, AZEEM et al., 2022, WANG et al. 2022 e CHEBOTAR et al., 2024). Esté benfeitoria
pode ocorrer por meio da modulacdo da transcricdo génica e hormonal, ativando o sistema de
defesa e absor¢do de ions (SHAffique et al., 2023, KHAN et al., 2021). Os efeitos dos estresses
abioticos em plantas podem ser mitigados pela formacao de biofilme em suas raizes, produzidos

por Bacillus sp. (CAM et al., 2023, HAROON, 2023).
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Algumas espécies do género sdo capazes de produzir ACC deaminase, que esté liga a
rota do etileno, induzir tolerancia a estresses abidticos em plantas (GOWTHAN, et al., 2020,
MUKHTAR et al., 2020). Compostos volateis produzidos por B. amyloliquefaciens induzem a

tolerancia a estresse por meio do acido jasmoénico (JA) (LIU et al. 2020).
2.2.4 Bacillus manejo de fitopatégenos

Grande parte das pesquisas com Bacillus sdo voltadas para o manejo de doengas de
plantas, provavelmente devido aos diferentes mecanismos de a¢do e o nimero de espécies de
fitopatdgenos controladas, na tabela 1 esta descrito alguns patdégenos e acao do Bacillus sobre
eles. Os Bacillus sao reportados no controle de nematdides, fungos, omycetos, bactérias e virus
(MONTALVAO et al., 2018, MOREIRA et al., 2024, KOCAK e BOYRAZ, 2024, DIMKIC et
al., 2013, SHARIPOVA et al., 2015).

Antibiose, provavelmente, seja o mecanismo mais utilizado pelos Bacillus no
biocontrole de fitopatogenos, que consiste na producao de substancia e/ou composto téxicos ou
inibitorios aos patégenos. Pode ser pela producdo de enzimas hidroliticas, como quitinase,
quitosanase, glucanase, celulase, lipase e protease, que degradam componentes da parede
celular de bactérias e fungos (MILJAKOVIC et al., 2020), compostos volateis (MOREIRA et
al., 2024) e metabolitos secundarios (KIESEWALTER et al., 2021).

Uns dos mecanismos usados na protecao de plantas contra patdgenos, atribuidas pelos
Bacillus, ¢ por induzir a producao de fitohormodnios, vinculado ao sistema de defesa da planta,
como o Acido Salicilico (SA) e Acido Jasmonico (JA), regular a expressdo génica hormonal e
genes de resisténcia (QIN et al., 2021, SAMARAS et al., 2021), conhecido como indu¢ao de
resisténcia. O sistema de defesa das plantas também pode ser induzido por compostos volateis
produzidos por Bacillus spp. (AYAZ et al., 2021). Bacillus methylotophicus foi capaz de induzir
resisténcia em plantas de algoddo (MONTALVAO et al., 2022)

A competicdo por espago e nutrientes € um mecanismo de inibir o patdégeno. B.
amyloliquefaciens pode colonizar e competir por espaco no filoplano contra outros
microrganismos (DIMOPOULOU et al., 2021). Competicao por exsudatos radiculares ¢ uma
forma de manejo de patdgenos, que pode ser mencionada como “repeléncia” (MOREIRA et al.,

2024).
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Tabela 1: Modo de agdo de alguns isolados de Bacillus sobre fitopatdogenos em plantas, reportados na literatura.

Agente

Patégeno

Cultura

Mecanismo

Referéncia

B. amyloliquefaciens
BaNCT02
B. amyloliquefaciens
GRSB-21
B. amyloliquefaciens
MBI600
B. atrophaeus

GBSC56

B. pumilus 7P/3 — 19

B. subtilis CAS15

B. subtilis MBI1600

B. subtilis SL18r

Meloidogyne incognita

Corynespora cassicola

Pseudomonas syringae pv. tomato

Meloidogyne incognita

Red clover mottle virus (RCMV)
Alfafa mosaic virus (AMV)
Potato virus X (PVX)
Potato virus M (PVM)
Potato virus S (PVS)
Fusarium oxysporum Schl. f. sp.
capsici
Rhizoctonia solani
Pythium ultimum
Fusarium oxysporum

Botrytis cinerea

Phaseolus vulgaris

Solanum lycopersicum

Solanum lycopersicum

Solanum lycopersicum

Pisum sativum
Nicotina tabacum

Solanum tuberosum

Capsicum annuum L.

Solanum lycopersicum

Solanum lycopersicum

Formacao de Biofilme, Composto

Volateis, Enzimas e Repeléncia

Antibiose

Compostos bactericidas Competicao e

Indugao Resistencia
Composto Volateis e Indugao a

Resisténcia

Enzimas

Antibiose e Indugdo a Resisténcia

Antibiose e Inducgao a Resisténcia

Inducao a Resistencia

Moreira et al.,
2024
Monteiro et al.,
2023
Dimopoulou et

al., 2021

Ayaz et al., 2021

Sharipova et al.,

2015

Yu et al., 2011

Samaras et al.,

2021.

Zhou et al., 2021
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3-MATERIAL E METODO
3.1 Obtenciao dos Isolados

O isolado de Sclerotinia sclerotiorum (VPBO15) foi obtido pela coleta de esclerddios
em uma area de cultivo de soja (Glycine max) no municipio de Carrancas-MG, em janeiro de
2024. Os esclerodios foram levados ao laboratério de Pesquisa e Desenvolvimento da Viva
Solug¢des Bioldgicas LTDA (VIVA) e armazenados em geladeira. Para obtencao de micélio, em
camara de fluxo laminar, os esclerddios foram desinfestados por um minuto em solug¢ao de
hipoclorito de sodio (1 %), um minuto em dalcool (70 %) e lavados em &gua destilada
autoclavada (121°C, 30 minutos) e secos em papel filtro estéril. Posteriormente os esclerédios
foram colocados em placas de Petri (90 mm) com meio Batata Dextrose Agar 39g/L. (BDA,
KASVI) e levados a incubadora BOD (ALFAMARE AM 5010) por sete dias a 25 °C.

As bactérias antagonistas utilizadas no trabalho, sdo pertencentes a trés instituigdes
diferentes. Foram utilizadas 63 cepas bacterianas (Tabela 2) isoladas de solo, destas, nove cepas
pertencentes ao acervo microbiano da VIVA, 10 pertencentes ao Laboratorio Mineiro de
Anadlises Agricolas e Microbiologicas LTDA (LAMAM) e 44 cepas pertencem ao Laboratorio
de Genética e Biotecnologia (GENEB) do Centro Universitario de Patos de Minas (UNIPAM).
As bactérias foram previamente identificadas, pelos responsaveis de cada laboratdrio, sendo
pertencentes ao género Bacillus, por caracteristicas morfologicas.

Tabela 2. Origem dos isolados bacterianos usados nos experimentos, Brasilia 2025.

Isolado Espécie Regido Ano Institui¢ao
GA155 Bacillus sp.  Sul de Minas 2024 VIVA
GA156 Bacillus sp. Sul de Minas 2024 VIVA
GA157 Bacillus sp.  Sul de Minas 2024 VIVA
GA158 Bacillus sp. Sul de Minas 2024 VIVA
GA159 Bacillus sp.  Sul de Minas 2024 VIVA
GA160 Bacillus sp. Sul de Minas 2024 VIVA
GA161 Bacillus sp.  Sul de Minas 2024 VIVA
GA162 Bacillus sp. Sul de Minas 2024 VIVA
GA163 Bacillus sp.  Sul de Minas 2024 VIVA
BO1 Bacillus sp.  Alto Paranaiba 2023 LAMAM
B02 Bacillus sp.  Alto Paranaiba 2023 LAMAM
B03 Bacillus sp.  Alto Paranaiba 2023 LAMAM
BC04 Bacillus sp.  Alto Paranaiba 2023 LAMAM
B04 Bacillus sp.  Alto Paranaiba 2023 LAMAM
AN672 B04  Bacillus sp. Alto Paranaiba 2023 LAMAM
BO5 Bacillus sp.  Alto Paranaiba 2023 LAMAM
BO5SA Bacillus sp.  Alto Paranaiba 2023 LAMAM
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B06
17AN673
GNO1
GN14
GN16
GN24
GN29
GNI101
GNI102
GNI103
GN104
GNI105
GN107
GNI109
GNI10
GNII11
GNI112
GNI13
GNI114
GNII15
GNI116
GNI117
GNI118
GNI120
GNI121
GNI122
GN124
GNI125
GNI129
GNI130
GNI132
GNI133
GN135
GN136
GN138
GNI139
GN141
GN143
GN144
GN146
GN147
GN148
GN149
GNI51
GN153
GN154

Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.

Alto Paranaiba
Alto Paranaiba
Alto Paranaiba
Alto Paranaiba
Alto Paranaiba
Alto Paranaiba
Alto Paranaiba
Alto Paranaiba
Alto Paranaiba
Alto Paranaiba
Alto Paranaiba
Alto Paranaiba
Alto Paranaiba
Alto Paranaiba
Alto Paranaiba
Alto Paranaiba
Alto Paranaiba
Alto Paranaiba
Alto Paranaiba
Alto Paranaiba
Alto Paranaiba
Alto Paranaiba
Alto Paranaiba
Alto Paranaiba
Alto Paranaiba
Alto Paranaiba
Alto Paranaiba
Alto Paranaiba
Alto Paranaiba
Alto Paranaiba
Alto Paranaiba
Alto Paranaiba
Alto Paranaiba
Alto Paranaiba
Alto Paranaiba
Alto Paranaiba
Alto Paranaiba
Alto Paranaiba
Alto Paranaiba
Alto Paranaiba
Alto Paranaiba
Alto Paranaiba
Alto Paranaiba
Alto Paranaiba
Alto Paranaiba
Alto Paranaiba

2023

2023

2004-2006*
2004-2006*
2004-2006*
2004-2006*
2004-2006*
2004-2006*
2004-2006*
2004-2006*
2004-2006*
2004-2006*
2004-2006*
2004-2006*
2004-2006*
2004-2006*
2004-2006*
2004-2006*
2004-2006*
2004-2006*
2004-2006*
2004-2006*
2004-2006*
2004-2006*
2004-2006*
2004-2006*
2004-2006*
2004-2006*
2004-2006*
2004-2006*
2004-2006*
2004-2006*
2004-2006*
2004-2006*
2004-2006*
2004-2006*
2004-2006*
2004-2006*
2004-2006*
2004-2006*
2004-2006*
2004-2006*
2004-2006*
2004-2006*
2004-2006*
2004-2006*

LAMAM
LAMAM
GENEB
GENEB
GENEB
GENEB
GENEB
GENEB
GENEB
GENEB
GENEB
GENEB
GENEB
GENEB
GENEB
GENEB
GENEB
GENEB
GENEB
GENEB
GENEB
GENEB
GENEB
GENEB
GENEB
GENEB
GENEB
GENEB
GENEB
GENEB
GENEB
GENEB
GENEB
GENEB
GENEB
GENEB
GENEB
GENEB
GENEB
GENEB
GENEB
GENEB
GENEB
GENEB
GENEB
GENEB
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*O intervalo de tempo onde foi isolado as bactérias

3.2 Ensaios in vitro

3.2.1 Sele¢ao de bactérias pelo teste de Dupla Cultura

O trabalho foi conduzido no Laboratério P&D da VIVA. As bactérias foram repicadas
em placas com meio Agar Nutriente (NA), composto por extrato de carne 3g/L, peptona 5g/L,
cloreto de sodio 8g/L, agar 20g/L, levadas a BOD por sete dias 25 °C.

Foi adaptada a metodologia descrita por Abdullah et al. (2008), onde foi colocado um
disco de 5 mm contendo micélio do fungo com 7 dias de cultivo a 10 mm da borda da placa
Petri (90 mm), contendo meio BDA+NA (1:1). Do lado oposto, com auxilio de alca de
repicagem, foram feitas trés estrias contendo a bactéria a 10 mm da borda. O tratamento
controle teve apenas o fungo. Todo procedimento foi efetuado dentro da cimara de fluxo. Foram
feitas triplicatas, e levadas a BOD a 25C° por sete dias.

Apos os sete dias foi feita avaliacao qualitativa, onde foi observado se havia inibi¢cao do
crescimento micelial do fungo. As 26 bactérias que apresentaram inibicdo foram submetidas a
outro teste de dupla cultura. Porém foi acrescentado mais dois tratamentos, produtos registrados
no MAPA para o controle da doenga, Biolégico I (Mix de 3 Bacillus sp. 4,6 x 103 EV/mL) e o
Biologico I (Bacillus velezensis 3,0 x 10° UFC/mL). O delineamento utilizado foi inteiramente
ao acaso (DIC), sendo 29 tratamentos, sendo um controle, dois tratamentos controles positivos
e 26 Cepas, com trés repeticdes, sendo cada placa uma parcela experimental.

Foram medidos os tamanhos dos halos de inibi¢gdo com um paquimetro digital, no qual
se mediu a distancia entre o crescimento bacteriano e a colonia do fungo. Também foi medido
o tamanho da colonia do fungo e mensurado a inibi¢do do crescimento em porcentagem,
conforme a férmula:

(90 —TC) *100/90

Onde 90 ¢ o tamanho da placa em mm, 7C a medi¢ao do tamanho da coldnia.
3.2.2 Fermentacio e crescimento em meio liquido

Foram utilizados 19 isolados que tiveram os melhores resultados no teste de dupla
cultura. Em Erlenmeyer 250 mL, foram colocados 75 mL do meio Luria Bertani (LB) 25 gr/L,
pH 7, equivalente a 30% de sua capacidade e autoclavado a 120 °C por 30 minutos. Apos o
resfriamento, as colonias bacterianas crescidas em meio solido NA, com sete dias de cultivo,
forma inoculadas em meio liquido com o auxilio de uma alga de platina. Apds inoculadas, as

colonias em meio liquido LB foram colocadas em um agitador orbital a 190 RPM por 72 horas
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com temperatura de 28 a 30° C. Posteriormente foi feito a microscopia, onde foi avaliado a

produgdo de endoésporos. As bactérias que esporularam, foram submetidas a demais testes.
3.2.3 Teste de Metabolitos Termoestaveis

Para o teste de metabolitos termoestaveis (MTEs), foram autoclavados 2 mL de cada
um dos 16 fermentados bacterianos por 30 minutos a 121 °C. Em meio BDA foi depositado, &
10 mm da borda, um disco de 5 mm contendo o micélio do fungo VPBO15, e na borda oposta
foi adicionado 100 uL do fermentado autoclavado. No controle foi colocado apenas o disco
com o fungo, e foi feito um tratamento adicional com apenas o meio liquido, ausente de
inoculacdo, autoclavado, para verificacdo de possivel componente antifingico. Foram feitas
triplicatas, e levadas a BOD a 25 °C por 17 dias. Foi avaliado de forma qualitativa se havia ou
nao inibi¢do do crescimento do fungo.

Para a mensuragdo da inibi¢ao micelial dos MTEs, foram utilizadas seis cepas que
apresentaram maior inibi¢do, sendo 17AN673, GNO1, GN120, GA155, GA157 e GA163. Para
isso foi produzido o meio BDA enriquecido com fermentado de cada cepa, em duas
concentracgdes 10 e 20%. Em erlenmeyers de 1000 mL de capacidade foi adicionado 450 mL de
agua destilada + 50 mL de fermentado, para o meio & 10%, e 400 mL de agua + 100 ml de
fermentado para o meio 20%, foi acrescentado 39 g/L. de BDA. Foram autoclavados por 30
minutos & 121 °C e vertido em placas de Petri de 90 mm de diametro.

Um disco de micélio de 5 mm de diametro, com 7 dias de crescimento foi colocado ao
centro de cada placa, o controle foi colocado em meio BDA ausente de fermentado. As placas
foram vedadas e levadas a BOD a 25 °C por 20 dias. Apos este periodo foram medidas as
coldnias do patogeno, onde os valores foram calculados na férmula.

[=(C-T)/Cx100
Sendo que I representa a porcentagem de inibi¢do, C medidas do controle e T as
medidas dos tratamentos. O experimento foi conduzido em esquema fatorial 6x2+1 sendo seis
cepas e duas concentracdes (10 e 20%), mais o controle. Cada parcela foi constituida de uma

placa de Petri, com cinco repeti¢des, distribuidas em DIC totalizando 65 parcelas.
3.2.4 Teste de Metabolitos Volateis

Para realizacdo do teste de metabolitos volateis foi adaptada a metodologia de Gotor-
Vila et a. (2017). Foram selecionados os seis isolados do item anterior. Em placas de Petri,
bipartidas com meio BDA em uma parte e meio NA em outra. Um disco de 5 mm de didmetro,
contendo o micélio do fungo, foi transferido ao centro da parte com BDA. Foram depositados
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50 uL de suspensdo bacteriana no centro da parte Petri com AN. No controle, foi colocado s6 o
fungo no BDA. As placas foram acondicionadas em BOD a 25°C por 7 dias. Apds este periodo
foram medidas as coldnias do patogeno, onde os valores foram calculados na formula.
[=(C-T)/Cx100
Sendo que I representa a porcentagem de inibicado, C medidas do controle e T as
medidas dos tratamentos. O trabalho teve sete tratamentos com quatro repeti¢des, com 28

parcelas sendo cada placa uma parcela, e distribuido em DIC. Foi realizado o teste trés vezes.
3.2.6 Inibicao da germinacio e inviabilidade do esclerddio

Para determinar o potencial inibitério da germinagdo dos esclerodios, foi adaptada a
metodologia de Rodrigues e Cunha (2021). Foi realizada a desinfestacdo dos esclerddios
superficialmente por um minuto em solug@o de hipoclorito de sédio (5 %), um minuto em alcool
(70 %) e lavados em 4gua destilada autoclavada e colocados para secar em papel absorvente
estéril por 20 minutos. Apos a secagem completa, os esclerédios foram submersos em uma
suspensdo contendo os tratamentos, sendo um total de 10, conforme a tabela 3.

Tabela 3. Descri¢do dos tratamentos presentes no teste de germinagdo de esclerodios de

Sclerotinia sclerotiorum, Brasilia 2025.

Tratamento Descricao Dose por L
T1 Controle Agua destilada -
T2 Biologico | Mix 3 Bacillus sp. 4,6 x 103 EV/mL * -
T3 Quimico Tiofanato-Metilico 37,5% + Fluazinam 37,5% * 10g
T4 17AN673 Bacillus sp. 1,0 x 103 UFC/mL -
T5 GNO1 Bacillus sp. 1,0 x 103 UFC/mL -
T6 GN120 Bacillus sp. 1,0 x 103 UFC/mL -
T7 GA155 Paenibacillus sp. 1,0 x 103 UFC/mL -
T8 GA157 Bacillus sp. 1,0 x 103 UFC/mL -
T9 GA163 Bacillus sp. 1,0 x 103 UFC/mL -
T10 Biologico Il Trichoderma harzianum 1B19/17 1x10'° UFC/g * 2g

*Produtos registrados pelo Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA) para o controle da doenga.

Em meio BDA, foram colocados cinco esclerddios por placa, vedadas com plastico
filme e condicionadas em BOD a 25°C. Apos 20 dias foram avaliados a quantidade de
esclerddios germinados. O experimento foi distribuido em DIC, com 10 tratamentos com quatro

repeticdes, sendo cada placa uma parcela experimental. O experimento foi repetido duas vezes.
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Posteriormente os esclerodios ndo germinados foram desinfestados da mesma forma, e
repetido o mesmo processo, para verificar a inviabilidade dos mesmos. Porém este ensaio nao
foi constituido pelo controle absoluto, nem controle positivo com Quimico e Biologico II.
Sendo T1 Biologico I, T2 17AN673, T3 GNO1, T4 GN130, T5 GA155, T6 GA157, T7 GA163,
com quatro repeticdes, sendo cada placa uma parcela experimental. Os valores foram
transformados em porcentagem e submetidos aos testes estatisticos. O experimento foi

realizado duas vezes.
3.2.7 Identificacdo taxonomica

As seis cepas que apresentaram resultados positivos nos testes anteriores foram levadas
para caracterizagdo filogenética, para identificagdo de espécie. As mesmas foram repicadas em
placas de meio NA e levadas a um laboratorio terceirizado. O método utilizado foi
sequenciamento parcial do gene 16S rRNA. As sequéncias obtidas foram comparadas
utilizando a ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), sendo consideradas
exclusivamente sequéncias tipo (type strains) para garantir maior precisdo na identificacao
taxondmica.

As sequéncias foram alinhadas utilizando o software ClustalW (Thompson et al., 1994),
0 que permitiu uma comparagdo precisa entre os nucleotideos das amostras analisadas e das
sequéncias de referéncia. Para a construgdo das arvores filogenéticas, foram aplicados trés
métodos distintos: Neighbor-Joining (SAITOU; NEI, 1987), Maxima Parciménia e UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean). Em todos os métodos foi utilizado o
modelo evolutivo de Jukes-Cantor (JUKES; CANTOR, 1969), que assume taxas iguais de
substituicdo entre todos os pares de nucleotideos. A robustez das arvores filogenéticas foi
avaliada por meio de anélise de bootstrap com 1000 repeti¢cdes, proporcionando uma estimativa
estatistica da confiabilidade dos agrupamentos formados.

Os resultados obtidos permitiram a identificacdo parcial das linhagens bacterianas
presentes nas amostras, com base na similaridade das sequéncias e no posicionamento

filogenético em relacdo as sequéncias tipo disponiveis em bases de dados.
3.2.8 Biocontrole in vitro de outros fitopatogenos de solo

Os fitopatégenos utilizados foram: Fusarium oxyporum f. sp. phaseoli LMOI1,
Macrophomina phaseolina LM04 e Rhizoctonia solani LMO11. Estes foram cedidos pelo
LAMAM, os quais foram isolados de plantas de feijoeiro cultivadas em fazendas na regido do

Alto Paranaiba de Minas (Brasil). Foi utilizado como antagonista os seis isolados do item 3.2.7.
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Os ensaios foram conduzidos igualmente ao item 3.2.1., diferenciaram-se apenas o tempo de
conducao. O isolado LMO1 foi avaliado com 15 dias de cultivo, e os demais LM04 ¢ LM11
foram avaliados com 7 dias. Foi feita a avaliagdo de forma qualitativa se havia inibicao do

crescimento do fungo, tamanho de coldnia, e tamanho do halo.
3.2.9. Analise estatistica

Nos testes in vitro, todos os dados foram submetidos ao teste de normalidade dos
residuos (Shapiro-Wilks), e quando necessario transformados, posteriormente foram
submetidos a andalise de variancia (ANOVA) pelo teste F a 1 % de probabilidade. As médias
foram comparadas por meio do teste de Scott Knott. Todos os testes foram feitos pelo programa

RStudio 4.4.1 (R Project, 2016).
3.3 Biocontrole de S. sclerotiorum in vivo

3.3.1 Biocontrole de mofo branco em Phaseolus vulgaris L. em solo infestado

Para a produgao e inoculagdo do patdgeno, foi adaptada a metodologia de Sabaté et al.,
(2018). Em sacos plasticos autoclavaveis, foram colocados 200 gramas arroz parboilizado
umedecido a 30% com agua destilada, autoclavado a 121 °C por 20 minutos e resfriados em
camara de fluxo laminar. Posteriormente, em cada saco, foram colocados 10 discos de 5 mm
contendo micélio de fungo em meio BDA. O cultivo teve duracdo 10 dias a 22-28 °C, onde o
micélio e o arroz foram agitados a cada dois dias.

O solo utilizado nos ensaios foi coletado em uma éarea de anos de cultivos de cereais no
Municipio de Lavras MG, classificado como latossolo vermelho-amarelo. Para a esterilizagao,
o solo foi peneirado e autoclavado a 120 C° por 30 minutos. Apds o resfriamento foi adicionado
o arroz colonizado no solo (0,5% p/p). Para homogeneizagdo foi colocado 10 kg de solo em
saco plastico e o arroz colonizado e agitado por um minuto. Posteriormente, foi vertido o
contetdo em bandejas plasticas com dimensdes de 60x30x8 cm, umedecida com 30% de agua.
Ap6s a inoculagdo do solo, foi realizada a semeadura de 100 sementes por bandejas, em quatro
blocos de 25 sementes.

As sementes receberam os tratamentos descritos na tabela 4, todos na dose de 300 mL
para 100 kg de sementes e T10 Controle Positivo, ausentes de ambas inoculagdes. Foram
pesados 100 g de semente de feijado-comum (Phaseolus vulgaris L.) cultivar Perola tipo Dama
para cada tratamento, e colocadas em sacos plasticos. Foi realizado a aplicacdo dos tratamentos
com auxilio de um pipetador automatico e realizado a homogeneizacao das sementes de forma

manual.
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Tabela 4. Descri¢do dos tratamentos presentes no teste biocontrole de Sclerotinia sclerotiorum

em Phaseolus vulgaris L em solo infestado, Brasilia 2025.

Tratamento Descricao Dose por mL/Kg
T1 Controle - Agua destilada 3
T2 Quimico Carboxina 20% + Tiram 20%* 3
T3 Biolodgico Mix 3 Bacillus sp. 4,6 x 103 EV/mL * 3
T4 17TAN673 Bacillus sp. 9,4 x 103 UFC/mL 3
T5 GNO1 Bacillus sp. 9,6 x 103 UFC/mL
T6 GN120 Bacillus sp. 8,7 x 10 UFC/mL 3
T7 GA155 Paenibacillus sp. 1,3 x 103 UFC/mL 3
T8 GA157 Bacillus sp. 6,7 x 103 UFC/mL 3
T9 GA163 Bacillus sp. 9,1 x 103 UFC/mL 3
T10 Controle + Auséncia de Inoculagao

*Produtos registrados pelo Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA) para o controle da doenga.

Foi realizado a avaliacdo 15 dias apos plantio (DAP), contando nimero de plantas
emergidas, com sintomas, morta, nimero de sementes e plantulas ndo emergidas com a
presenca do patogeno. A incidéncia da doenga, serd em porcentagem de acordo com a seguinte
formula:

[=Sx100/N

Onde I ¢ incidéncia da doenca em porcentagem, S nimero de plantas mortas ou com
sintoma da doenca, plantulas ndo emergidas e sementes com a presenca do patogeno, e N
numero total de sementes semeadas. O trabalho foi distribuido em Delineamento Inteiramente
ao Acaso (DIC), com dez tratamentos, com quatro repeticoes. Os dados foram submetidos ao
teste de normalidades dos residuos (Shapiro-Wilks), e quando necessario transformados em

x+0,5, e submetidos ao teste de Scott Knott a 5% pelo programa R Studio.

3.3.2 Biocontrole de S. sclerotiorum em folha destacada

Para determinagao da eficiéncia dos isolados bacterianos no controle das lesdes em folha
de feijoeiro foi adaptado a metodologia de Teixeira et al. (2016). Foram coletados o primeiro
trifolio de plantas de feijoeiro com 24 dias, cultivados em vasos plasticos. As folhas foram
lavadas e colocadas para secar em trés folhas de papel toalha. Em placas de Petri de 90 mm de

diametro foi colocado 2 folhas de papel Germitest, ¢ umedecido com 1 mL de dgua destilada
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estéril. As folhas foram colocadas sobre o papel com uma porcao de algoddo no peciolo, e
posteriormente umedecido conforme o papel Germitest.

Os tratamentos, conforme a tabela 5, foram aplicados com pipetas, 50ul por folhas, e
espalhados com uma alga de Drigalski. A inoculagdo do patdgeno foi realizada logo apos
aplicacdo dos tratamentos. Em uma cultura micelial de 7 dias de S. sclerotiorum foram retirados
discos de 5 mm e colocados ao centro das folhas do feijoeiro. As placas foram vedadas com
papel filme e levadas a incubadora BOD & 25° C. As avaliagdes foram feitas 5 dias apos
inoculagdo (DAI) do patogeno, mesurando a severidade da doenca por meio de fotografias,
aplicadas aos Plimam do programa Rstudio (Olivoto et al., 2021). O trabalho foi distribuido
(DIC), com nove tratamentos com cinco repeticdes, sendo uma folha por parcela experimental.
Os valores foram transformados em V ((x+0,5)/100) submetidos ao teste de Scott Knott a 1%,
Tabela 5. Descrigdo dos tratamentos presentes no teste de biocontrole de Sclerotinia

sclerotiorum em folha destacada de feijoeiro (Phaseolus vulgaris), Brasilia 2025.

Tratamento Descricao
T1 Controle- Agua destilada
T2 Biologico | Mix 3 Bacillus sp. 4,6 x 103 EV/mL *
T3 Quimico Tiofanato-Metilico 37,5% + Fluazinam 37,5% (10g/L)*.
T4 17AN673 Bacillus sp. 9,4 x 108 UFC/mL
T5 GNO1 Bacillus sp. 9,6 x 108 UFC/mL
T6 GN120 Bacillus sp. 8,7 x 108 UFC/mL
T7 GA155 Paenibacillus sp. 1,3 x 10 UFC/mL
T8 GA157 Bacillus sp. 6,7 x 108 UFC/mL
T9 GA163 Bacillus sp. 9,1 x 108 UFC/mL
T10 Controle + Ausente de inoculagao

*Produtos registrados pelo Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA) para o controle da doenca.

3.4 Bactérias na promocao de crescimento vegetal

3.4.1 Bactérias na emergéncia de plantulas de feijoeiro comum

A aplicagdo dos tratamentos foi semelhante ao item 3.1. Os tratamentos estdo descritos
conforme a tabela 6. Em bandejas plasticas com dimensdes de 60x30x8 cm, foi adicionado 10

kg de solo estéril, e foi realizada a semeadura de 200 sementes por bandejas. O trabalho foi em
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DIC, com nove tratamentos, com quatro repeti¢cdes. Os valores foram submetidos ao teste de
Scott Knott a 5%.
Tabela 6. Descricao dos tratamentos presentes no teste de emergéncia de plantulas de feijoeiro

(Phaseolus vulgaris), Brasilia 2025.

Tratamento Descric¢ao Dose por mL/Kg
T1 Controle - Agua destilada 3
T2 Quimico Carboxina 20% + Tiram 20%* 3
T3 Biologico Mix 3 Bacillus sp. 4,6 x 103 EV/mL * 3
T4 17AN673 Bacillus sp. 3,8 x 103 UFC/mL 3
T5 GNO1 Bacillus sp. 1,4 x 103 UFC/mL
T6 GN120 Bacillus sp. 6,1 x 107 UFC/mL 3
T7 GA155 Paenibacillus sp. 6,7 x 10’ UFC/mL 3
T8 GA157 Bacillus sp. 1,5 x 103 UFC/mL 3
T9 GA163 Bacillus sp. 1,7 x 10 UFC/mL 3

*Produtos registrados pelo Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA).
3.4.2 Promocio de crescimento em feijoeiro em vaso

O ensaio foi conduzido na casa de vegetacao do Centro Universitario de Patos de Minas
(UNIPAM). Em vasos plasticos de SL foram colocados 4000 gramas de solo estéril. Os
tratamentos foram aplicados conforme o item 3.3.1. Os tratamentos estdo descritos na tabela 7
na dose de 300 mL para 100 kg de sementes.

Tabela 7. Descricao dos tratamentos presentes no teste de promocao de crescimento de feijoeiro

(Phaseolus vulgaris) em vaso, Brasilia 2025.

Tratamento Descricao Dose por mL/Kg
T1 Controle- Agua destilada 3
T2 17AN673 Bacillus sp. 9,4 x 108 UFC/mL 3

T3 GNO1 Bacillus sp. 9,6 x 108 UFC/mL 3

T4 GN120 Bacillus sp. 8,7 x 108 UFC/mL 3

TS5 GA155 Paenibacillus sp. 1,3 x 108 UFC/mL 3

T6 GA157 Bacillus sp. 6,7 x 108 UFC/mL 3

T7 GA156 Bacillus sp. 9,1 x 108 UFC/mL 3

*Produtos registrados pelo Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA) para o controle da doenga.
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Para determinagdo de promocao de crescimento foram feitas avaliagcdes destrutivas aos
21 DAP. Foi avaliado altura de planta, comprimento radicular, massa fresca de sistema radicular
e parte aérea e area foliar, posteriormente as plantas foram levadas a uma estufa de secagem a
55 C° por 48 horas, onde foi determinado massa seca de parte area e sistema radicular.

O experimento foi constituido por sete tratamentos, com cinco repeti¢cdes, com duas
plantas por unidade experimental, distribuidos em BDC. Os valores foram submetidos ao teste

de Scott Knott a 5% pelo programa R Studio.
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4. RESULTADOS
4.1. Selecao de bactérias pelo teste de Dupla Cultura

No primeiro teste, foi observado, de forma qualitativa, que 26 cepas possuem a
capacidade de inibir o crescimento micelial da Sclerotinia sclerotiorum. No segundo teste, 11
(GA130, GN109, GA159, GA155, GA158, GNO1, GA156, BOSA, GA157, GN120 e GA163)
das 26 cepas tiveram resultados semelhantes aos dois controles positivos (Biologico I e II),
sendo estatisticamente superior aos demais tratamentos para inibi¢ao do crescimento da colonia
e apresentaram 26,77% a 31,67% de inibi¢do. Os demais tratamentos, 15 cepas (AN672B04,
GN29, GN16, GA162, GA161, GA154, BC04, GA164, 17AN673, GA160, GN130 e GN109)

obtiveram resultados intermediarios, sendo superior ao controle (Tabela 8).

Tabela 8. Efeito de diferentes isolados bacterianos sobre a inibi¢do (%) do crescimento micelial

de Sclerotinia sclerotiorum, no teste de Dupla Cultura em placa de Petri, Brasilia 2025.

Tratamento Inibic¢ao (%) Tratamento Inibi¢ao (%)
Controle 0a* GA160 26,33 ¢
B04 0a GNI130 26,77d
GN154 0a GNI109 26,94 d
BO5 Oa Biologico I** 27,70 d
AN672B04 20,29 b GAI159 28,37d
GAL110 21,94 b GAI1S55 28,38 d
GN151 21,98 b GAI158 28,92d
GN29 22,40 b GNO1 28,95d
GNI16 23,86 ¢ GAI156 29,73 d
GA162 24,04 c BOSA 2991d
GAl61 24,08 ¢ GAI157 29,99d
GAl154 24,84 c GN120 30,62 d
BC04 25,20 ¢ GAI163 31,67d
GAl64 25,30 ¢ Biologico IT#** 34,85d

17AN673 26,08 ¢

*Médias na coluna seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott 0.01, dados transformados
em acosenoV((x+0,5)/100).

** Produto registrado junto ao MAPA para controle da doenga (Mix de 3 Bacillus sp. 4,6 EV/mL)

k% Produto registrado junto a0 MAPA para controle da doenga (B. velezensis 3 x 10° UFC/mL)
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Sobre o parametro o tamanho de halo de inibi¢cdo (mm), 12 isolados (BC04, AN672B04,
GN130, 17AN673, BOSA, GA156, GA 158, GA155, GNO1, GA157, GN163 e GA120) foram
eficientes, obtiveram resultados estatisticamente superior aos demais, com valores entre 11,60
a 14,99mm. Os isolados GA155, GNO1, GA157, GA163 e GN120 apresentam os maiores halos,
todos os valores acima de 14 mm, sendo 14.09, 14.20, 14.33, 14.59 e 14.99 mm,
respectivamente. Os produtos Biologico I e II tiveram resultados intermediarios, juntamente
com 11 isolados, sendo estatisticamente diferente da testemunha pelo teste de Scott Knott (1%).

O controle negativo e trés isolados nao apresentaram halo de inibi¢ao, conforme a tabela 9.

Tabela 9. Tamanho do halo de inibi¢cdo, em milimetros, promovido por diferentes isolados
bacterianos, no crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum no teste de Dupla Cultura em

placa, Brasilia 2025.

Tratamentos Halo (mm) Tratamentos Halo (mm)
Controle 0a* Biolégico I1** 11,17 b
GN154 O0a GAI159 11,19b
B05 0a BC04 11,60 c
B04 O0a AN672B04 11,67 c
GAIlS51 6,57 b GN130 11,90 c
GAl6l 8,76 b 17AN673 12,18 ¢
GAl64 8,93 b BO5SA 13,69 c
GNI110 9,08 b GA156 13,77 ¢
GA162 9,11b GAI158 13,98 ¢
GN29 9,12b GA155 14,09 ¢
GNI109 9,34b GNO1 14,20 c
Biologico I** 9,39b GA157 14,33 c
GNI16 10,07 b GAl163 14,59 ¢
GA160 10,33 b GN120 14,99 c

GA154 10,54 b

*Médias na coluna seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 1%, dados transformados
em x+0,5.

** Produto registrado junto ao MAPA para controle da doenga (B. subtilis, B. velezensis B. pumilus 4,6 EV/mL).

% Produto registrado junto a0 MAPA para controle da doenca (B. velezensis 3 x 10° UFC/mL).
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4.2 Fermentacio e crescimento em meio liquido

Na avaliagdo qualitativa de producdo de endosporos bacterianos, foi observado que 16
cepas foram capazes de produzir endosporos apds 72 horas de crescimento, sendo elas: GA155,
GA156, GA157, GA159, GA160, GA161, GA162, GA163 GA164, BC04, BOSA, 17AN673,
GNO1, GN16, GN19 ¢ GN120.

4.3 Teste de Metabolitos Termoestaveis

De forma qualitativa foi possivel avaliar que 14 fermentados autoclavados (GA164,
GA163, GA162, GA161, GA160, GA159, GA157, GA156, GA155, GN120, GN19, GN16,
GNOI, 17AN673, B0O5 e B04) inibiram o crescimento micelial da S. sclerotiorum. O meio
autoclavado ausente de inoculacdo ndo apresenta inibi¢do no crescimento do fungo. Por fim foi
selecionado seis dos 14 isolados para os demais testes, sendo eles o 17AN673, GNO1, GN120,
GA155, GA157 e GA163. No segundo experimento, o tratamento controle apresenta diferenca
estatistica para os fatores, dose e isolados. Mostrando que os metabolitos apds autoclavagem
mantém seu efeito antifingico, sendo termoestaveis (Figura 4). Nao ha interacdo significativa
entre os fatores, para dose, ndo ha diferenca estatistica, sendo iguais pelo teste F (1%). Os
1solados GA155 e GA163, sdo estatisticamente diferentes dos demais, apresentam didmetro

médio de coldnia inferior, sendo 7,353 e 8,764 mm respectivamente (Tabela 10).

Tabela 10. Didmetro (mm) médio da coldnia de Sclerotinia sclerotiorum em placas de Petri
com BDA acrescido de fermentados de diferentes isolados bacterianos autoclavados, em duas

concentragdes (10 e 20 %), com 20 dias de cultivos, Brasilia 2025.

Diametro da Colonia Didmetro da Colonia Didmetro da Colonia

Tratamento
(mm) 10% (mm) 20% (mm) Media

GNI120 10,7 11,3 10,9a*

17AN673 11,0 10,4 10,7a
GNO1 9,9 9,8 9,8a
GA157 10,2 8,9 9,6a
GA163 10,4 7,1 8,8b
GAIS55 7,3 7,4 7,4b
Média 9,91 9,15 9,53#*

Controle - - 90**

*Médias seguidas da mesma letra ndo se diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 1%.

**Médias seguidas com dois ateisticos sdo diferem entre si pelo teste de Scott Knott.
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Figura 4: Colonias de Sclerotinia sclerotiorum com 20 dias de cultivo em meio BDA acrescido
de fermentados bacterianos autoclavados. a) BDA; b) 17AN673 ¢) GNO1; d) GN120; e)
GA155; f) GA157; g) GA163.

4.4 Teste de Metabolitos Volateis

Nenhum dos seis isolados apresentaram efeito inibitdrio no crescimento micelial por

meio de compostos volateis.
4.5 Inibicao da germinacao do esclerodio

Todos os tratamentos contendo produto controlaram a germinagdo dos esclerdédios nao
havendo diferenga estatistica entre eles, se destacaram do controle, pelo teste de Scott Knott a
1%, conforme a tabela 11 (figura 5). Apesar de nao haver nenhuma variagao dos valores dentro
de cada tratamento. Porém, apods a desinfestacdo, todos os esclerddios ausentes das bactérias

germinaram.

Tabela 11. Porcentual de esclerdédios de Sclerotinia sclerotiorum germinados, emergidos em

caldas com diferentes tratamentos em placa de Petri.

Tratamento Germinacao (%)
Controle 100b*

Biologico ** Oa
Quimico*** Oa
17AN673 Oa
GNO1 Oa
GN120 Oa
GA155 Oa
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GA157 Oa
GA163 Oa
Trichoderma harzianum 1B19/17 Oa

*Médias seguidas da mesma letra ndo se diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 1%.

**Produto registrado junto a0 MAPA para controle da doenga (B. subtilis, B. velezensis B. pumilus 4,6 EV/mL)

*** Produto registrado junto ao MAPA para controle da doenca (Tiofanato-Metilico 37,5% + Fluazinam 37,5%)

Figura 5: Esclerodios de Sclerotinia sclerotiorum em placas com meio BDA ndo germinados,
submetidos a diferentes tratamentos. a) Controle; b) Tiofanato Metilico + Fluazinam; ¢) Mix de
Bacillus sp.; d) 17AN673; ¢) GNO1; f) GN130; g) GA155; h) GA157;1) GA163;j) Trichoderma
harzianum IBCB19/17.

4.6 Identificacido taxonomica

De acordo com a analise filogenética das sequéncias da regido 16S ribossomal, as
linhagens apresentaram maior identidade de pareamento, a GA32 (17AN673) com Bacillus
subtilis strain B-1 nimero de acesso AB213262.1 e com Bacillus amyloliquefaciens subsp.
plantarum strain IHB B 12506, numero de acesso KJ767387.1, a GA33 (GNO1) com Bacillus
methylotrophicus strain Y-2 niumero de acesso KT902018 e com Bacillus methylotrophicus
strain SY2, namero de acesso KC790319.1, GA34 (GN120) Bacillus siamensis strain KCTK
13613 niimero de acesso KY643639.1, GA35 (GA155) com Paenibacillus polymyxa strain
ZJU11 nimero de acesso PQ146574.1, GA36 (GA157) com Bacillus amyloliquefaciens strain
SGD isolado 4 nimero de acesso LT745972.1 e GA37 (GA163) Bacillus siamensis strain
KCTC 13613 com numero de acesso MN176428.1, resultados apresentados na tabela 12.
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Esta apresentado a morfologia das coldnias dos isolados na figura 6. Na construcdo das

arvores filogenéticas a unica linhagem que apresentou dois clados foi a GA32, sendo

posicionada em B. subtilis € B. amyloliquefaciens subsp. plantarum, as demais linhagens,

GA33, GA34, GA35, GA36e GA37 foram posicionadas em clados de B. methylotrophicus, B.

siamensis, P. polymyxa, B. amyloliquefaciens e B. siamenses, respectivamente. Os valores de

bootstrap foram todos superiores a 60% em todos os métodos aplicados (Figura 7).

Tabela 12. Identificacdo pelo método 16S ribossomal de isolados bacterianos utilizados nos

experimentos, Brasilia 2025.

Isolado  Cédigo Espécie Isolado de pareamento
Bacillus subtilis strain B-1
Bacillus subtilis
17AN673  GA32 Bacillus amyloliquefaciens subsp.
B. amyloliquefaciens ‘
plantarum strain IHB B 12506
GNO1 GA33 Bacillus methylotrophicus Bacillus methylotrophicus strain Y-2
GNI120 GA34 Bacillus siamensis Bacillus siamensis strain KCTK 13613
GAL155 GA35 Paenibacillus polymyxa Paenibacillus polymyxa strain ZJU11
Bacillus amyloliquefaciens strain SGD
GA157 GA36 Bacillus amiloliquefaciens .
isolate 4
GA163 GA37 Bacillus siamensis Bacillus siamensis strain KCTK 13613

Figura 6: Colonias com 15 dias de cultivo dos isolados bacterianos em estudo, A) 17AN673,

B) GNO1, C) GN120, D) GA155, E) GA157 ¢ F) GA163.
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Figura 7: Arvore filogenética dos isolados em estudo, A) GA157, B) GN120, C) GA155, D)
GNO1, E) 17AN673 ¢ F) GA163.

4.7 Biocontrole in vitro de outros fitopatogénos de solo

Os seis isolados bacterianos conseguiram inibir o crescimento micelial dos trés
fitopatogenos (Tabela 13). Em alguns casos o halo de inibi¢do promovido pelo isolados foi
superior aos demais. Para M. phaseolina os antagonistas testados apresentam resultados
semelhantes estatisticamente em relagdo a inibicao, reduziram o crescimento entre 32,60 a
35,79%. Porém em tamanho de halo de inibi¢do, o isolado GA155 ¢ estatisticamente superior
aos demais, com 4,53 mm a mais que o segundo colocado, sendo o0 GA157 com halo de 8,15

mm. Os demais isolados apresentam halos variando entre 2,30 a 3,96 mm.
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O isolado GA155 apresenta maior inibicdo do crescimento do F. oxyporum f. sp
phaseoli 39,75%, os demais antagonistas sdo iguais estatisticamente, com valores de 33,99 a
35,72%. Com halo de inibicao do LMO1 de 16,04, 13,54 ¢ 12,07 mm, os isolados GA155
17AN673 e GNOI, respectivamente, apresentam diferenca estatistica sobre os demais. Em
relacdo a R. solani os antagonistas apresentam a mesma eficiéncia, variando a inibicdo da
colonia entre 32,68 e 29,04%, e halo entre 6,50 ¢ 10,88mm. As cepas bacterianas testadas
possuem potencial no manejo dos trés fungos de solo, com destaque ao Paenibacillus polymyxa
GA155, que apresentou ser superior as demais em alguns dos parametros (Tabela 8).

Tabela 13. Tamanho do halo de inibicdo em milimetros e inibicdo (%), promovido por
diferentes isolados bacterianos, no crescimento micelial de Macrophomina phaseolina,
Fusarium oxysporum e Rhizoctonia solani, em placa, Brasilia 2025.

M. phaseolina F. oxysporum R. solani

Tratamentos ~ pa),  [nibicio Halo Inibi¢io Halo Inibicdo

(mm)  (%)**  (mm) (Yo)** (mm) (“o)**

Controle - Oa* - Oa* - Oa*

17AN673 2,30a* 32,60b 13,54a* 35,40b 10,88a* 32,68b

GNO1 3,96a 35,07b 12,07a 35,72b 10,20a 30,72b
GNI120 2,68a 33,83b 7,07a 35,30b 8,67a 29,04b
GA155 12,68¢ 35,79b 16,04a 39,75¢ 10,33a 31,22b
GAI157 8,15b 35,07b 9,98a 34,41b 9,80a 31,87b
GAl63 3,55a 34,92b 11,58a 33,99 6,50a 32,45b

*Médias seguida da mesma letra ndo se diferem entre sim pelo teste de Scott Knott a 1%.

**Dados transformados em V((x+0,5)/100).

4.8 Biocontrole de mofo branco em Phaseolus vulgaris em solo infestado

Sobre a porcentagem de plantulas emergidas em solo infestado, os tratamentos 2 € 5
(Carboxina + Tiram e B. methylotrophicus GNO1) apresentam resultados superiores aos demais
tratamentos, porém inferior a testemunha absoluta T10 (sem inoculagdo do patdogeno). As
sementes tratadas com o quimico e B. methylotrophicus GNOI1 apresenta 36 e 30%,
respectivamente, a mais na emergéncia de plantas que as sementes sem tratamentos em solos

infestado com S. sclerotiorum (Figura 8).
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Figura 8: Porcentagem da emergéncia de plantulas de feijoeiro, sobre diferentes tratamentos de semente
em solo infestado com S. sclerotiorum.
*Médias seguida da mesma letra ndo se diferem entre sim pelo teste de Scott Knott a 5%.. ** Produto quimico registrado junto

a0 MAPA para controle da doenga (Carboxina 20% + Tiram 20%). *** Produto registrado junto a0 MAPA para controle
da doenca (B. subtilis, B. velezensis B. pumilus 4,6 EV/mL).

Foram consideradas doentes as plantulas ou sementes com a presenca do patégenos
causando infecgdo, sintomas estdo expostos na figura 9. Os tratamentos Quimico ¢ B.
methylotrophicus GNO1 apresentam menor incidéncia de doenga, sendo 72 e 77%
respectivamente. Os dois tratamentos se diferem dos demais pelo teste de Scott Knott 5%.
Quando comparado ao controle, os tratamentos 2 e 5 reduziram a incidéncia da doenga em 21
e 16% respectivamente (Figura 10). Os demais tratamentos ndo apresentaram resultados
positivos na diminui¢do da incidéncia da doenca, mostrando serem ineficientes no controle do

patogeno por meio do tratamento de semente.
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Figura 9: A) Plantulas emergidas com tombamento causado por Sclerotinia sclerotiorum; B)
plantulas com sintomas de mofo branco; C) plantulas ndo emergidas por causada do mofo

branco; D) sementes ndo germinadas com a presenga de micélio e esclerddios de S.

sclerotiorum.
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Figura 10: Incidéncia da doenca causada por S. sclerotiorum, em feijoeiro, em solo infestado,

sobre diferentes tratamentos de sementes.

*M¢édias com mesma letra ndo se difere entre si para o teste de Scott Knott a 5%, dados transformados em x+0,5.
** Produto quimico registrado junto ao MAPA para controle da doenga (Carboxina 20% + Tiram 20%).

*#* Produto registrado junto a0 MAPA para controle da doenga (B. subtilis, B. velezensis B. pumilus 4,6 EV/mL).
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4.9 Biocontrole de S. sclerotiorum em folha destacada.

Foi possivel observar que todos os tratamentos, com exce¢do Paenibacillus polymyxa
GA155 e o Mix de 3 Bactérias, apresentaram diferenca estatistica do controle com inoculagao
do patdgeno, variando de 0 a 13,9 % de severidade (Tabela 14). O controle quimico apresenta
0% de severidade, pois o fungo ndo conseguiu crescer na folha, porém apresentou sintoma de
fitotoxidade. Os isolado de Paenibacillus polymyxa GA155 e o Mix de 3 Bacillus sp. € o
Controle negativo apresentam resultados estatisticamente iguais, tendo médias 38,5; 48,2 % e
55,7%, respectivamente, para severidade de doenca. Os demais isolados foram eficientes
(17AN673, GNO1, GN130, GA157 e GA163) e conseguiram inibir o crescimento do fungo e
impedir em parte a infeccdo, resultados semelhantes ao controle quimico a base de Tiofanato-
Metilico e Fluazinam. Mostra que cinco dos seis isolados apresentam potencial como protetores

quando aplicados antes da inoculacao do patogeno (Figura 11).

Tabela 14. Severidade da doenca (%) causada por Sclerotinia sclerotiorum em folha destacada

de feijoeiro, submetidas a diferentes tratamentos, Brasilia 2025.

Tratamento Severidade da Doenca (%)

Controle - 55,7a

Bacillus sp. 17AN673 9,4b

Bacillus methylotrophicus GNO1 0,2b

Bacillus siamensis GN120 13,9b

Paenibacillus polumyxa GA155 38,5a

Bacillus amyloliquefaciens GA157 0,2b

Bacillus siamensis GA163 7,2b

Mix de 3 Bactérias**. 48,2a
Tiofanato-Metilico + Fluazinam Ob
Controle + Ob

*M¢édias seguidas da mesma letra ndo se difere entre si para o teste de Scott Knott a 1%, dados transformados em
V((x+0,5)/100).
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Figura 11: Folhas feijoeiro destacadas, inoculadas com S. sclerotiorum, com aplicacao de
diferentes tratamentos, A) Controle -, B) 17AN673, C) GNO1, D) GN120, E) GA155 F) GA157
G) GA163 H) Tiofanato-Metilico + Fluazinam I) Mix de Bactérias e J) Controle +.

4.10 Bacillus na emergéncia de plantulas de feijoeiro comum.

Nao houve diferenca estatistica, pelo teste de Scott Knott 5%, entre os tratamentos para
o numero de plantulas emergidas, variando de 81 a 96,5 %. Porém, sobre o indice de velocidade
de emergéncia (IVE) os tratamentos GN120, 17AN673, GA155, GA163, Mix de 3 Bacillus sp.
e GNOI apresentaram diferenca estatistica da testemunha e dos demais tratamentos, com
valores 21.31, 21.72, 22.53, 23.88, 26.38 e 26.53 respectivamente (Figural2). Cinco dos
isolados em estudo apresentam potencial no arranque inicial da cultura, aumentando o indice

de velocidade de emergéncia.
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Figura 12. Indice de velocidade de emergéncia (IVE) de Phaseolus vulgaris sobre diferentes

tratamentos de semente, Brasilia 2025. *Médias seguidas da mesma letra ndo se diferem entre si pelo teste de

Scott Knott a 5%.

4.11 Promocio de crescimento de feijoeiro em casa de vegetacio.

Apo6s 21 de emergéncia, apenas o isolado de Paenibacillus polymyxa GA155 foi capaz
de promover crescimento vegetal em feijoeiro (Tabela 15 e 16). Ele foi capaz de incrementar a
massa fresca de sistema radicular em 65,42% e massa seca de sistema radicular em 81,72 %,
em comparacao ao controle (Figura 13), se destacando estatisticamente dos demais tratamentos,
pelo teste de Scott Knott (5%). Para os demais parametros, altura de planta, comprimento
radicular, massa fresca e seca de parte aérea e area foliar ndo houve diferenca estatistica entre

os tratamentos.

Tabela 15. Efeito de bactérias no tratamento de semente, sobre a promog¢ao de crescimento em
feijoeiro, para os parametros Altura de Planta (AP), Comprimento Radicular (CR), Massa

Fresca da Parte Aérea (MFPA) e Massa Fresca do Sistema Radicular. (MFSR), Brasilia 2025.

Tratamento AP (cm) CR (cm) MFPA (g) MFSR (g)
Controle - 29,54 ns 34,00 ns 6,26 ns 5,12 a
17AN673 29,56 36,93 6,99 6,09 a

GNO1 29,62 35,12 7,26 5,10a
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GN120 27,06 38,00 6,12 5,15a

GA155 31,06 39,87 9,05 8,47b
GA157 28,00 41,93 7,09 5,14a
GA163 25,75 40,37 5,44 3,96 a

*M¢édias na coluna seguidas da mesma letra ndo se difere entre si para o teste de Scott Knott a 5%.
ns= ndo diferenga estatistica para o teste de Scott Knott a 5%.

Tabela 16. Influéncia de isolados bacterianos no tratamento de semente, sobre a promogao de
crescimento em feijoeiro, para o pardmetro Area Foliar (AF), Massa Fresca da Parte Aérea

(MFPA) e Massa Fresca do Sistema Radicular. (MFSR), Brasilia 2025.

Tratamento  AF (cm?) MFPA (g) MFSR (g)
Controle - 327,58 ns 0,82 ns 0,48 a
17AN673 366,28 0,89 0,59 a

GNO1 390,35 0,96 0,47 a
GN120 315,12 0,78 0,55a
GAI155 44474 1,14 0,87 b
GA157 347,38 0,93 0,53 a
GAl63 265,10 0,65 0,37 a

*Meédias na coluna seguidas da mesma letra ndo se difere entre si para o teste de Scott Knott a 5%.
ns= ndo diferenga estatistica para o teste de Scott Knott a 5%.

Figura 13: Plantas feijoeiro com 21 dias de emergéncias, inoculadas com diferentes
tratamentos.
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5. DISCUSSAO

Alguns isolados de espécies de Bacillus sao eficientes agentes bioldgicos para o controle
de fitopatdégenos (DOS SANTOS et al., 2023, Montalvao et al., 2022, Montalvao et al. 2021).
Paenibacillus alvei foi reportado por ser capaz de inibir o crescimento, in vitro, de S. sclerotinia
e Rhizoctonia solani (FATOUROS et al., 2018). Ma et al. (2024) demostraram que Bacillus
cereus inibiu o crescimento micelial do fungo em 79%, in vitro. Kocak e Boyras (2024), em
sua pesquisa, apresentam isolado com inibicdo de 100% do crescimento micelial da S.
sclerotiorum. A inibi¢ao do crescimento micelial pode ser promovida por alguns fatores, como
a producao de lipopeptideos (Hu et al., 2023), metabolitos secundarios, como fengicina, iturina,
surfactina e bacilomicina (RAMARATHNAM et al., 2007, FARZAND, et al., 2019, DOS
SANTOS et al., 2023). Ribeiro et al. (2021) trabalharam com 28 isolados bacterianos, 24
Bacillus sp. e 4 Paenibacillus sp., nos quais apenas cinco isolados, todos Bacillus sp.,
apresentaram atividade antifungica contra S. sclerotiorum. Isso, demonstra que apesar da
diversidade de Bacillus spp. em estudos como antagonista, nem todos possuem a capacidade
antifungica.

O isolado RSS-1 de B. subtilis foi capaz de inibir em 93,4% o crescimento micelial da
Sclerotinia sclerotiorum em placa (CAO et al., 2023). Zhang et al. (2021) trabalharam com trés
isolados, B. amyloliquefaciens SP-6, B. methylotrophicus SP-13 e B. subtilis SP-14, obtiveram
alta eficiéncia no antagonismo deste patdogeno, sendo 86,21%, 87,59% e 85,83%,
respectivamente. Apesar de ndo ser tdo pesquisado quanto as trés espécies acima, o B. siamensis
possui relato no controle de patogeno. O Bacillus siamensis B9, foi capaz de inibir, in vitro, em
87,9% o crescimento do patdégeno causador do mofo branco (AULAKH et al., 2025). Kim et
al. (2009), demostraram que o isolado DY5 de Paenibacillus polymyxa possui atividade
antagonista, in vitro, contra cinco fungos, entre eles o Sclerotinia sclerotiorum.

Apesar de alguns isolados terem demonstrados alta inibicdo do crescimento do
patogeno, o halo de inibi¢do foi pequeno em comparagao aos demais. O halo de inibigdo ¢ um
parametro importante a ser avaliado em teste de antagonismo. Segundo Thampibanudom et al.
(2018), isolado que apresentam grande “zona limpa” (halo), foi favorecido mais por mecanismo
de antibiose, produzindo antibitticos eficientes na inibicao. E que o crescimento da colonia
bacteriana inibe por meio de competi¢dao por espago e nutrientes.

Trés isolados ndo foram capazes de produzir enddsporos, isso pode estar relacionado as
caracteristicas genéticas, disponibilidade de nutriente e o tipo de cultivo. Segundo Lanna Fillho

et al. (2010) a esporulagdo das bactérias ocorre quando ha auséncia de nutrientes e condi¢cdes
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favoraveis. A esporulacdo em altas concentracdes ¢ um processo complexo, o desenvolvimento
individual e a adaptacdo do bioprocesso sdo necessarios para cada cepa especifica
(BIERMANN e BEUTEI, 2023). Elisashvili et al. (2019) sugerem que a formagao de esporos
se concentra nas caracteristicas comuns e individuais de cada espécie. Klausman et al. (2021)
trabalharam com um mutante de B. subtilis deficiente na capacidade de esporulagdo. Gauvry et
al. (2021) demostraram que condigdes ambientais poderiam impactar a producao de esporos do
isolado de B. subtillis em estudo.

A atividade inibitoria promovida pelos metabolitos termoestaveis produzidos por
bactérias, foi relatada recentemente por Mian et al. (2024), onde metabolitos autoclavados de
B. velezensis Ag109 inibiram em 55,9% o crescimento do patdégeno. Filtrado de cultura de P.
elgii foi capaz de inibir o crescimento de 10 fitopatogenos, entre eles S. homoercapa (KIM,
2020). O controle de S. sclerotiorum por meio de metabolitos bacterianos ja foi relatado
anteriormente, por outros autores (CAVALCANTI et al., 2020, CAO et al., 2023). Isolados de
Bacillus sp. possuem a capacidade de produzir diferentes metabolitos antiflingicos, enzimas
como quitinase e glucanase, lipopeptideos, surfactina, fengicina iturina, Bacillomicina D, para
o controle de Sclerotinia sclerotiorum (CHEN et al., 2014, ABREU et al., 2022, KOCAK ¢
BOYRAZ, 2024, MA et al. 2024, CHENG et al., 2024, MIAN et al., 2024). Porém eles nao
relataram a tolerancia e a estabilidade de metabolitos quanto a altas temperaturas e pressao.

Pesquisas mostram que metabolitos termoestaveis possuem atividade antifingica em
outros patogenos. Kupper et al. (2003) em sua pesquisa, observaram que MTE de 67 isolados
de Bacillus spp. possuem atividade antagonista a Colletotrichum acutatum. Isolados de B.
methylotrophicus e B. amyloliquefaciens inibiram 100% o crescimento micelial de Fusarium
oxyporum f. sp. tracheiphilum por meio de metabolitos (RODRIGUES et al., 2023). Lima et al.
(2014) obtiveram que cinco dos isolados testados apresentaram acdo inibitoria contra F.
oxyporum ft. sp. lycorpersici por meio de MTE. Fuga et al. (2016), em seus resultados, mostram
que ha inibicdo no crescimento micelial de Sclerotium cepivorum em meio de cultura acrescido
de fermentados de isolados de Bacillus spp. em diferentes concentragdes. Substancias do
isolado DY 5 de P. polymixa, inoculadas até¢ 50° C por 30 minutos foi capaz de inibir o
crescimento de Trichoderma koningii (KIM et al., 2009)

A concentragdo e o tipo de metabolito produzido estdo relacionados, ao material
genético da bactéria e condigdes de fermentacdo. Klausmann et al., 2021, trabalhou com
diferentes isolados de B. subtilis, onde um dos isolados apresentou concentragdes 21% maiores.

Shahid et al., 2021, identificaram em isolados de Bacillus spp. genes relatados como
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marcadores para a produgdo de metabolitos, e estes mesmos isolados foram capazes de produzir
tais metabolitos. A velocidade de agitagdo e aeragdo no processo de fermentacao, do isolado de
B. velezensis, melhorou a produgao de metabolitos secundarios (AL-ASKAR et al., 2024).

Apesar de estudos mostrarem que as cincos espécies trabalhadas possuem a capacidade
de produzir substancias volateis inibitorias a fungos (CHANG et al., 2025, RAZA et al., 2015,
HE et al., 2020, WU et al., 2019, ZHANG et al. 2020, DOS SANTOS et al., 2023), neste estudo
nao foi capaz de obter este mesmo resultado para o patdégeno estudado. No estudo de He et al
(2020) citado acima, o isolado de B methylotroficus foi capaz de produzir COVs que inibiram
o crescimento de trés fungos, Fusarium oxysporum, Botryosphaeria sp. e Colletotrichum
gloeosporioides, porém nao teve a mesma capacidade contra Penicillium expansum e
Trichoderma atroviride. Leon et al. (2020), em estudo com oito isolados de Paenibacillus sp.
demonstraram que apenas quatro foram eficientes no controle, in vitro, de Colletotrichum
gloeosporioides, por meio de COVs. Resultados semelhantes sdo apresentados por Elbouazaoui
et al. (2022), onde setes dos isolados em estudo ndo foram capazes de inibir o crescimento do
patogeno por meio de compostos volateis, sendo quatro isolados de Paenibacillus sp. e trés de
B. amyloliquefaciens. Ling et al. (2022), em seu trabalho seleciona apenas um isolado para
estudo com COVs, isto mostra que outras bactérias ndo foram capazes de produzir estes
compostos para inibi¢do do patdégeno em estudo. Portanto, a inibi¢do mediada por COVs ndo ¢
caracteristicas de todos o Bacillus sp., e quando a capacidade ¢ confirmada, a mesma ndo se
estende a todos os fungos.

Dos Santos et al. (2023), demostrou que diferentes isolados Bacillus sp. podem ou nao
produzir o mesmo composto volatil, e que o composto pode ou ndo estar relacionado ao controle
do patdgeno. Neste mesmo estudo, foi comprovado que a interagdo entre o fungo (Sclerotinia
sclerotiorum) e a bactéria intensifica a produ¢ao de compostos. Cavalcanti et al. (2020) relata
que COVs de B. acidiceler CCMAO0057 possui baixa capacidade na inibi¢ao do crescimento
micelial de S. scleroitorum. Rahman et al. (2016), obteve diferentes resultados na supressao do
crescimento deste fungo, por meio de COVs produzidos por oitos isolados de Bacillus spp.
Assim, ¢ possivel supor que a producdo do composto e seus efeitos € uma caracteristica
individual de microrganismo, podendo ser intensificada na presenga de outro organismo.

Outro fato que estd ligado a produgdo destes compostos, ¢ o meio de crescimento da
bactéria. Huang et al. (2018) apresentam que a quantidade de composto volatil produzido por
Bacillus mycoides e a atividade antagonista contra o patégeno, pode variar a depender do meio

de cultura. Gotor-Vila et al. (2017) obtiveram diferentes resultados na inibicdo de trés
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patogenos, utilizando trés meios de cultura, para o mesmo isolado de B. amyloliquefaciens.
Assim podemos supor duas hipdteses para o resultado deste estudo com COVs, I nenhum dos
seis isolado em estudo possui a capacidade de produgao de COVs que inibam o crescimento da
S. sclerotiorum, que ¢ mais provavel, Il que o meio utilizado ndo ¢ capaz de fornecer o
necessario para a bactéria produzir estes COVs. Portanto, estudos com diferentes meios de
crescimento, genoma para identificacdo de genes de capacidade de produg¢do de COVs, sdo
necessarios para melhor entendimento de tal caracteristica.

A degradagao do esclerddio por bactéria ja foi observada por pesquisadores décadas
antes (Cook et al., 1975). Os Bacillus sp. e Paenibacillus sp. foram reportados com esta
capacidade (KAMAL etal. 2015, ONARAN e YANAR 2011), porém neste estudo nenhum dos
isolados foram capazes de inviabilizar os esclerodios. Podemos observar apenas que na
presenca das bactérias o esclerédio ndo consegue germinar. Isso dar devido ao fato de que as
bactérias possuem crescimento mais rapido que a germinagdo dos esclerddios. Ao crescer as
bactérias competem por espago e ambiente, inibindo a germinacdo dos esclerodios. Rodrigues
et al. (2025) apresenta que isolado de Bacillus sp. tem efeito inibitorio contra esclerodio deste
patogeno. Em resultados obtidos por Monteiro et al. (2013) Bacillus subtilis foi capaz de
colonizar e inibir a germinacdo de esclerddios. Harvey et al. (1994) reportaram bactérias
presentes em esclerodios vidveis e ndo viaveis, ndo germinados.

Em relacdo a taxonomia das linhagens, houve divergéncia entre o isolado 17AN673,
pois € colocada em dois clados de diferentes espécies, B. subtillis e amyloliquefaciens. Segundo
Maughan e Auwera (2011) a taxonomia baseada em 16S rDNA sofre a desvantagem de que a
ecologia ndo informa as designagdes de espécies e os valores de corte sdo essencialmente
arbitrarios.

Este estudo identifica que os isolados possuem agdo antagonista contra os trés fungos
fitopatogénicos, Fusarium oxysporum Macrophomina phaseolina € Rhizoctonia solani. O que
corrobora resultados apresentados por outros estudos, com B. siamensis (HE et al., 2023,
MANIKANDAN et al. 2022, THAMPIBAN-UDOM et al. 2018). B. subtilis (HAN et. 2021,
MANIKANDAN et al. 2022, ALfiKY et al. 2022), B. amyloliquefaciens (TIAN et al. 2021,
RANGEL-MONTOYA et al. 2022, PUCHE et al., 2025) B. methylotrophicus (CHENG et al.,
2019, VARMA et al., 2017) e P. polymyxa (RAZA et al., 2009, AKHTAR e SiddiqUI 2007,
CHAVEZ-RAMIREZ et al. 2020). Autores relata que o antagonismo ocorre pelos mecanismos
de competicao e antibiose, por meio da produgdo de metabolitos antifingicos (THAMPIBAN-
UDOM et al. 2018, TIAN et al. 2021, PUCHE et al. 2025, CHAVEZ-RAMIREZ et al. 2020).
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O isolado GNO1 B. methylotrophycus diminuiu a incidéncia da doenca causada por S.
sclerotiorum em solo infestado, com aumento no niamero de plantulas emergidas e diminui¢ao
na incidéncia da doenca. O que corrobora os resultados de Sabaté et al. (2018), onde Bacillus
sp. em tratamento de semente de feijdo branco foram capazes de aumentar a geminagdo em
22,8% a mais que o controle e de reduzir a incidéncia de doenga de 80% (Controle) para até
50%, em solo infestado com 15 dias de cultivo. Villarreal-Delgado et al. (2021) mostram que
Bacillus sp. foi capaz de inibir o crescimento e infeccdo de S. sclerotiorum em plantulas de
feijoeiro, com sementes coinoculados com ambos microrganismos. Neste mesmo estudo,
Villarreal-Delgado et al. (2021) mostram que o isolado em estudo possui a capacidade de
produzir a enzimas degradantes da parede celular de fitopatogenos proteases e celulases. O que
reforcga a hipotese de que os isolados em estudo possuem a capacidade de produzir substancias
antifingicas. Isolados de Bacillus sp. foram capazes de aumentarem a germinagao de sementes
algodao com substrato infestado com Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum (Montalvao et al.
2021).

Todos os isolados de Bacillus sp. reduziram a incidéncia da doenga em folha destacada.
Ayaz et al. (2024) em seu estudo, mostraram que o isolado de B. subtilis reduziu o didmetro da
lesdao em folha destacada em 50%. Estes resultados também corroboram o de Rahman et al.
(2016) em folhas destacadas de mostarda, onde a aplicagdo de Bacillus sp. reduziu a severidade
da doenca. A aplicacao de suspengdes bacterianas em folha destacadas retarda a infecgdo de S.
sclerotiorum por certo tempo (RAHMAN et al., 2016).

A velocidade de emergéncia de plantulas foi promovida por cinco isolados em estudo.
Resultado semelhante foi obtido por Ayaz et al. (2024), onde sementes de soja tratadas com B.
subtilis apresentaram maior germinacdo de sementes € maior massa € comprimento de
plantulas. Isolados de Paenibacillus sp. foram capazes de estimular a germinacao de sementes
por meio da producdo do Acido Indolacético (AIA) (ALI et al. 2021). Sabaté et al. (2018)
também mostraram que isolados de Bacillus sp. aumentaram a germinacdao e promocao de
crescimento em feijdo em tratamento de sementes. Em seu estudo Rahman et al. (2016),
sementes de mostarda tratadas com Bacillus sp. apresentam 30,27% a mais de germinacdo e
87,2% a mais de vigor. A expressdo génica relacionada a sintese de acido giberélico e alteracdes
hormonais aumentaram consideravelmente em plantas tratadas com Bacillus sp. (Qin, 2021). O
acido giberélico ¢ responsavel pela germinagdo de sementes (TAIZ e ZEIGER 2004). Com isso

podemos levantar a hipotese que os isolados em estudo podem sintetizar de acido giberélico.
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O Paenibacillus polymyxa foi capaz de promover o ganho na massa seca do sistema
radicular. Ali et al. (2021) relataram que isolados de P. polymyxa sdo capazes de produzir Acido
Indolacético, e em analise do genoma foi constatado a presenca do gene ipdC que codifica a
enzima chave para a producao de AIA. Além do AIA, Khan et al. (2020) apresentaram e seu
estudo outras caracteristicas P. polymyxa na promog¢ao de crescimento vegetal como, producao
de acidos organicos, ACC deaminase, siderofilos e fixa¢do de nitrogénio.

Este microrganismo ¢ capaz de promover o crescimento em outras espécies vegetal. O
uso de P. polymyxa pode aumentar comprimento e massa de plantas de trigo (7riticum aestivum
L.) (HUSSAIN et al., 2020), ganho de massa de parte aérea e raiz e massa total de plantas de
feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) (RODRIGUES et al. 2012, COSTA et al. 2013),
massa de parte aérea e comprimento de planta e raiz de Lilium lancifolium (KHAN et al., 2020)
em agdo com fertilizantes organicos foi capaz de promover crescimento vegetal de nabo

(Brassica rapa var. chinensis) (BARZALLO et al. 2025).
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6. CONCLUSAO

Das 63 cepas, seis apresentaram capacidade de inibir o crescimento micelial da S.
sclerotiorum in vitro, esporulacdo em meio liquido e producdo de composto termoestaveis
inibitorios. Também sdo capazes de inibir, in vitro, o crescimento micelial de outros trés
patogenos Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli, Macrophomina phaseolina e Rhizoctonia
solani.

B. methylotrophicus GNO1 no tratamento de semente aumenta o nimero de plantas
emergidas e diminui a incidéncia da doenga em solo infestado com o patdégeno, sendo eficiente
no biocontrole do Sclerotinia sclerotiorum. As cepas de Bacillus sp. 17AN673, GNO1, GN120,
GA157 e GA163, sao eficientes no controle da doenga em folha destacada, reduzindo a infec¢ao
e colonizagdo do patogeno.

As cepas 17AN673, GNO1, GN120, GA155 e GA163 apresentam maior velocidade de
emergéncia de plantulas de feijoeiro (Phaseolus vulgaris). O Paenibacillus polymyxa GA155

promove o crescimento do sistema radicular da planta de feijoeiro, no estadio inicial da cultura.
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