UniRV - UNIVERSIDADE DE RIO VERDE
FACULDADE DE AGRONOMIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PRODUCAO VEGETAL

DESEMPENHO DE Bacillus amyloliquefaciens CN-402 NO CONTROLE
IN VITRO DE FUNGOS FITOPATOGENICOS DA CULTURA DA SOJA

LEANDRO CARDOSO GOMES

Magister Scientiae

RIO VERDE
GOIAS - BRASIL
2026



LEANDRO CARDOSO GOMES

DESEMPENHO DE Bacillus amyloliquefaciens CN-402 NO CONTROLE IN VITRO DE
FUNGOS FITOPATOGENICOS DA CULTURA DA SOJA

Dissertacéo apresentada & UniRV — Universidade de
Rio Verde, como parte das exigéncias do Programa de
P6s-Graduacao em Producdo Vegetal, para obtengdo
do titulo de Magister Scientiae

RIO VERDE
GOIAS - BRASIL
2026



Universidade de Rio Verde
Biblioteca Luiza Carlinda de Oliveira
Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicacdo — (CIP)

G615d

Gomes, Leandro Cardoso

Desempenho de Bacillus amyloliquefaciens CN-402 no controle in vitro
de fungos fitopatogénicos da cultura da soja. / Leandro Cardoso Gomes. —
2026.

96 f.:il.

Orientador: Prof. Dr. Eduardo Lima do Carmo.
Coorientadora: Profa. Dra. Juliana Silva Rodrigues Cabral.

Dissertacdo (Mestrado) - Universidade de Rio Verde - UniRV, Programa
de Pos-Graduacdo em Producdo Vegetal, Faculdade de Direito, 2026.

Inclui indice de figuras e tabelas.

1. Biofungicida. 2. Controle biolégico. 3. Glycine max. 4. Patdégenos de
plantas. I. Carmo, Eduardo Lima do. Il. Cabral, Juliana Silva Rodrigues. I11.
Titulo.

CDD: 632.95

Bibliotecario: Juatan Tiago da Silva— CRB 1/3158




LEANDRO CARDOSO GOMES

“DESEMPENHO DE Bacillus amyloiiquefaciens CN-402 NO CONTROLE IN VITRO DE
FUNGOS FITOPATOGENICOS DA SOJA”

APROVACAO: 09 de fevereiro de 2026

Documento assinado digitalmente

, \Lb EDUARDO LIMA DO CARMO
g: ¥ Data: 11/02/2026 14:08:40-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

Prof. Dr. Eduardo Lima do Carmo
Presidente da Banca Examinadora
Membro — PPGPV/UniRV

Documento assinado digitalmente

; V.b\ DANIEL HENRIQUE RIBEIRO
g } Data: 12/02/2026 08:47:25-0300

verifique em https://validar.iti.gov.br

Dissertacdo apresentada a UniRV — Universidade de Rio
Verde, como parte das exigéncias do Programa de Pos-
Graduacio em Producio Vegetal, para obtengéo do titulo
de Magister Scientiae.

Do assinado digr

£ _v“b¢ JULIANA SILVA RODRIGUES CABRAL
g""’ ©  Data: 23/02/2026 13:55:05-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Profa. Dra. Juliana S. Rodrigues Cabral
Coorientadora
Membro — PPGPV/UniRV

Documento assinado digitalmente

p Vb GUSTAVO ANDRE SIMON
g " Data: 12/02/2026 17:02:20-0300

verifique em https://validar.iti.gov.br

Dr. Daniel Henrique Ribeiro
Membro Externo — UFU

HERCULES DINIZ

Prof. Dr. Gustavo André Simon
Membro — PPGPV/UniRV

Assinado de forma digital por HERCULES
DINIZ CAMPOS:69866163687

CAMPOS:69866163687  Dados: 2026.02.23 09:02:16 03'00°

Prof. Dr. Hercules Diniz Campos
Membro - PPGPV/UniRV



DEDICATORIA

A Deus, cuja graca me sustentou em cada momento de dificuldade e sua presenca minha
maior motivacao.

“Pois d’Ele, por Ele e para Ele sdo todas as coisas.” Romanos 11:36.



AGRADECIMENTOS

A Deus, fonte inesgotavel de toda a minha forca, fé e sabedoria. A Ele, toda a honra e
gloéria por me permitir vivenciar este sonho.

Aos meus amados filhos Helena e Davi, minha razdo de ser e o motor que me
impulsionou a seguir em frente. Cada momento de superacgéo foi por vocés. Vocés sdo a prova
de que o amor é a maior forca para ndo desistir.

A minha esposa Nathalia, por sua paciéncia, incentivo inabaldvel e por todo o
companheirismo, amor e suporte que me permitiram conciliar familia, trabalho e estudos.

Aos meus pais e familiares, por acreditarem, incentivarem e apoiarem esta jornada.

Ao meu orientador Dr. Eduardo Lima, por todo o suporte necessario.

A minha coorientadora Juliana Silva Rodrigues Cabral, por sua generosidade intelectual
e boa vontade em partilhar seu conhecimento e, especialmente, por acreditar em mim, mesmo
nos momentos em que pensei em desistir, 0 seu incentivo e confianca foram decisivos para a
concluséo deste trabalho.

Aos professores Gustavo André Simon e Givanildo Zildo da Silva, pela disponibilidade
e contribuicdo com os resultados obtidos.

Ao amigo Carlos Marcelo Soares, executivo de Inovagao e Tecnologia na Nooa Ciéncia
e Tecnologia, e a sua equipe, por acreditar, confiar e permitir que este projeto acontecesse.

A toda a equipe da Universidade de Rio Verde, que direta ou indiretamente contribuiu

para a minha jornada e formacao.



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS. ...ttt st Vi
LISTADE TABELAS . ...ttt ettt e e e IX
RESUMO GERALL. ...ttt ettt e s e s e e snae e e nnneas Xii
GENERAL ABSTRACT ..ottt sttt sne e seane e Xiii
1 INTRODUGAO GERAL......oocvieeieeseeies s ses st ssses s st 1
2 REVISAO DE LITERATURA . ...t eee e, 2
2.1 CUIUIE 08 SOJA....e ettt ettt re s ebesbesbesieeneas 2
2.2 Fungos Fitopatogénicos presentes N0 SOI0.........cccccveieiieieeie e 3
2.2.1 Fusarium oxysporum, Fusarium solani e Fusarium graminearum........................ 3
2.2.2 Macrophoming phaseoling...........coceiiiiiiiiiieee e 4
2.2.3 RNIZOCIONIA SOLANI......eeuiiiieiiieii ettt ene e 5
2.2.4 SClerotinia SCIErOtIONUM..........cciiiiiee e e 5
2.3 Fungos fitopatogénicos causadores de manchas foliares.............ccccevvvevviieiiciinenns 6
2.3.1 PROMOPSIS SOJAE. ... eeuieieenieiteete sttt bbbttt ettt bbbt et 6
2.3.2 COrynespora CaSSHCOIA. .........ciuiiiieieie it 7
2.3.3 Colletotrichum trUNCAIUM.........eeiie e 7
2.4 Controle biol0gico Na agriCUItUra............ccveiieiiiiiee e 7
2.4.1 Bacillus sp. e tracos de promocao do crescimento vegetal...........c.ccceeevveineiinenenn, 8
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS..........coiiiieieeniniiesinsie s 12
CAPITULO | - TRACOS DE PROMOCAO DO CRESCIMENTO VEGETAL DE
Bacillus amyloliquefaciens CN-402............ccccvveiiiiiieieee e 19
RESUMO . ..ttt e e e ettt e e e s bb e e e e nbb e e e e ennbneeenans 19
A B ST RA T .ttt et e e e e et e e e e e s e e e a e e e re e e nrreeanreeareeean 20
1 INTRODUGAO........coooeieieieeeeeeeeeeeeeseeess s ses s ss s st anneansenens 21
2 MATERIAL E METODOS.........oiieiieeeesieeeesesiees s isses s sessss st asssesessssenins 22
2.1 Origem de Bacillus amyloliquefaciens CN-402............ccccooeiiieiiieiiiesic e 22
2.2 Caracterizacdo de Bacillus amyloliquefaciens CN-402...........ccccooiniieneniniinieenns 22

2.3 Caracterizacdo dos tracos de promocdo do crescimento vegetal de Bacillus
amyloliquefaciens CN-402..........cooi i 22
2.3.1 ProduGao de FOSTALASE. ......ccuiiveeieiie ettt 22



2.3.2 ProduGa0 de @miaSE........c.oeiuiiiiiiiiiiiiiiieie et 23

2.3.3 ProdUGED 0 PrOLEASE. ... ..eeueeueeeitiite ittt 23
2.3.4 ProduGao de CEIUIASE.........cui et 23
2.3.5 ProduGAO € PECTINASE. ... cceeieeieiteeieeie sttt ee e teeaesnaenre s 24
2.3.6 ProduGao de QUITINASE. .........eiiiieiieieieie et 24
2.3.7 ProduGa0 de CatalASE. .......cc.eiuiriiiiieiieiieiee e 25
2.3.8 SOlubilizagao de FOSTALO........c.eiieiicie e 25
2.3.9 Producéo de acido indolacetico (AlA)......uoi et 25
S RESULTADOS. ...ttt e st e e e st e e e snae e e snae e e se e e eneeeannee s 26
3.1 Caracteristicas morfoldgicas de Bacillus amyloliquefaciens CN-402.............ccccue.... 26
3.2 Producdo de enzimas extraCelulares............cccooevieiiiii e 27
B DISCUSSAD. .....vouiiiiriieeiesise sttt 29
5 CONCLUSAOD. ...ttt 31
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........ooeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 32
CAPITULO Il - CAPACIDADE ANTAGONICA DE Bacillus amyloliquefaciens CN-

402 NO CONTROLE DE FUNGOS FITOPATOGENICOS in Vitro.......coovvevveverveenne. 36
RESUMO ...ttt sttt s et e b e e se st e st eseebe st et enesre e 36
A B ST RA T .t e e et e e et e e e e e e e e e e e e raaeanrreeenreeareeeans 37
L INTRODUGAD........oooeieeeeeeeeeeeeeeese s ses st aneenens 38
2 MATERIAL E METODOS........coeiieiieeeeeeesseeese s s sesssse s st enasses s s 39
2.1 Obtencao dos isolados fUngicos e bacterianos.............cccveveieeiicie i, 39
2.2 Teste de antagonismo por cultivo pareado de microrganismos in Vitro..................... 39
2.3 ANALISE ESTALISTICA. .. ..vveveeiieeieieiecie ettt re e eneas 40
2.3 Protecdo de sementes de soja contra fungos fitopatogénicos.............cccccveveeveeienen, 41
2.4.1 Obtencdo dos indculos bacteriano e fUNQICOS.........ccovevveiieiiiie e 41
2.4.2 Tratamento A8 SEIMENTES. ........ueieeiereerieeeeseesee e eee e e teeseesseeseeareesreenteaneesneeneeareees 41
2.4.2.1 Teste de germinagéo de sementes em CaiXas gerbOX.........ccovvevereereererieninieesiennns 41
2.4.2.2 Teste de germinacdo de sementes em placas de Petri...........ccccovveviiniiiniicinenens 42
2.5 ANALISE ESLALISTICA. .. ..veeveevierieiesiesie sttt sttt reereeneas 43
S RESULTADOS. ...ttt et s e st e e e et e e sate e s eat e e e sae e e s aeeesneeesneeeans 43
3.1 Capacidade antagonica de B. amyloliquefaciens CN-402 no controle de fungos

FItOPAtOGENICOS 1N VILFO...c.uiiiiiiicciece e sae e 43
3.2 Protecdo de sementes de soja contra fungos fitopatogenicos...........cccvveivrvrrennennn, 48



3.2.1 Germinacdo de sementes de soja tratadas com Bacillus amyloliquefaciens CN-
O (1T =] - PSSP U USURPROPRS

3.2.2 Germinacdo de sementes de soja com B. amyloliquefaciens CN-402 em placa de

4 DISCUSSAOD........cooiiiireiriiieiiesissis sttt
5 CONCLUSAOD. ...ttt
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........coiiiieiiieineeseisssesesssssssssessssessasessssssons

CAPITULO IIl - CONTROLE DE SCLEROTINIA SCLEROTIORUM POR Bacillus
amyloliquefaciens CIN-402.........co.oiiiiiii e
RESUMO ... ettt et e e e et e e et e e et e e enbe e e snteeennreeenneeeenes
ABSTRACT ..ttt e b e bbbt R bt e ettt re e
L INTRODUGAOD. .. ..ottt ettt n sttt en sttt

2 MATERIAL E METODOS........oviiiieicieieiss sttt

2.1 Testes de detec¢ao de compostos organicos volateis (COV’S)....coevierirriieenieennnnnne.
2.1.1 ANALISE ESEALISTICA. .. .veiveerierieiesie ettt bbb eneas
2.2 Testes de identificagdo da producdo de oxalato-oxidase por Bacillus
amyloliquefaciens CIN-402.........ooi i

2.2.1 Teste de identificacdo da producdo de oxalato-oxidase por B. amyloliquefaciens
CN-402 contra escler6dios de S. SCIerotiorUm............ccocevvreiieieerierese e
2.2.2 Teste de identificacdo da producdo de oxalato-oxidase por B. amyloliquefaciens
CN-402 contra micélio de S. SCIerotiorUm...........ccceiieiiieieieiese e
2.2.3 Avaliagéo da germinagéo carpogénica de Sclerotinia sclerotiorum...............c.c......
I N o T ot LA 1) o S

S RESULTADOS. ..ottt sttt st b et st s et s s anennens
3.1 Producdo de compostos organicos volateis (COV’S)....cccuvriiiiiiiiienieniienieeieeeen
3.2 Producdo de oxalato-oxidase para esclerddios de S. sclerotiorum.............ccccccvvvenee.

3.3 Producéo de oxalato-oxidase para micélio de S. sclerotiorum............cccccoecvevvervennnnn.
3.4 Controle de esclerddios por Bacillus amyloliquefaciens CN-402.............ccccveevvenen.
4 DISCUSSAD.......cooiiriieissiieisesissisesies sttt
5 CONCLUSAD. ......oviiiiite ettt

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS..........coviviiiieieieiieisessissesis s
CONCLUSAQO GERAL .......ooveeeiceeeeeeevestese et esessesesses s tsnesses st s nesnensenennens

48

51
55
58
59

62
62
63
64
65
66
66

66

66



FIGURA 1

FIGURA 2

FIGURA 3

FIGURA 4

FIGURA 5

LISTA DE FIGURAS

Bacillus amyloliquefaciens CN-402. A — Microscopia de coloracdo de
gram, células bacterianas no formato de bastonetes (b) no aumento de
100x. B — Coldnias em meio TSA. C — Coldnias em meio HiCrome.......
Tragos funcionais de Bacillus amyloliquefaciens CN-402. A —
Solubiliza¢ao de fosfato de aluminio. B — Auséncia de solubilizagao de
fosfato de calcio. C — Solubilizagao de fosfato de ferro. D — Produgao de
AIA em meio liquido. E — Produ¢do de fosfatase. F — Producdo de
amilase. G — Producao de protease. H - Producao de celulase. I - Produgao
de pectinase. J — Auséncia de crescimento bacteriano no meio seletivo
para avaliacdo de quitinase. K - Producao de catalase............c..ccceeenenee.
Ensaio de confronto direto de B. amyloliquefaciens CN-402 contra
fungos fitopatogénicos em meio agar triptona de soja. A — Sclerotinia
sclerotiorum. B — Fusarium oxysporum. C — Fusarium solani. D —
Fusarium graminearum. E - Macrophomina phaseolina. F — Phomopsis
sojae. G — Corynespora cassiicola. H — Colletotrichum truncatum. | —
Rhizoctonia solani. J — Trichoderma harzianum IBLF1917....................

Ensaio de confronto direto de B. amyloliquefaciens CN-402 contra
fungos fitopatogénicos em meio batata dextrose agar. A — Sclerotinia
sclerotiorum. B — Fusarium oxysporum. C — Fusarium solani. D —
Fusarium graminearum. E - Macrophomina phaseolina. F — Phomopsis
sojae. G — Corynespora cassiicola. H — Colletotrichum truncatum. | —
Rhizoctonia solani. J — Trichoderma harzianum IBLF1917.....................
Ensaio de germinagdo de sementes de soja tratadas com B.
amyloliquefaciens CN-402 contra fungos fitopatogénicos em areia.
Imagem a esquerda corresponde ao tratamento controle, imagem a direita
corresponde as sementes tratadas com o antagonista. A — Tratamento
controle. B — Sclerotinia sclerotiorum. C — Fusarium oxysporum. D —
Fusarium solani. E — Fusarium graminearum. F - Macrophomina
phaseolina. G — Phomopsis sojae. H — Corynespora cassiicola. 1 —

Colletotrichum truncatum. J — Rhizoctonia SOIANT...........ccceeeeeeeeeeeeeannn....

Vi

27

28

47

48



FIGURA 6

FIGURA 7

FIGURA 8

FIGURA 9

Ensaio de germinagdo de sementes de soja tratadas com B.
amyloliquefaciens CN-402 contra fungos fitopatogénicos em placa de
Petri. Imagem a esquerda corresponde ao tratamento controle, imagem a
direita corresponde as sementes tratadas com o antagonista. Imagem da
frente e verso das placas. A — Sclerotinia sclerotiorum. B — Fusarium
oxysporum. C — Fusarium solani. D — Fusarium graminearum. E -
Macrophomina phaseolina. F — Phomopsis sojae. G — Corynespora
cassiicola. H — Colletotrichum truncatum. I — Rhizoctonia solani. J —
Trichoderma harzianum IBLFL1917.......ccccoiiiiieiieiicie e

Teste de deteccao de producao de compostos organicos volateis (COV’s)
por B. amyloliquefaciens CN-402. A — T1:. Controle versus meio de
cultura &gar nutriente (NA). B — Controle versus meio de cultura agar
triptona de soja (TSA). C — Micélio de S. sclerotiorum versus antagonista
em meio de cultura &gar nutriente (NA). D — Micélio de S. sclerotiorum
versus antagonista em meio de cultura agar triptona de soja (TSA). E -
Esclerddio de S. sclerotiorum versus antagonista em meio de cultura agar
nutriente (NA). F — Esclerddio de S. sclerotiorum versus antagonista em
meio de cultura agar triptona de S0ja (TSA).....cooeerererrere e
Ensaio de deteccdo de producdo de oxalato-oxidase por B.
amyloliquefaciens CN-402. A — T1: Antagonista sobre o meio de cultura
versus esclerodios de S. sclerotiorum. B — T2: Esclerodios de S.
sclerotiorum imersos em solu¢do do antagonista. C — Tratamento controle
com esclerddios S. sclerotiorum iImersos €m 4gUa...........cceeeeveeerveeennnnnn

Ensaio de deteccdo de producdo de oxalato-oxidase por B.
amyloliquefaciens CN-402. A — T1: Antagonista sobre o meio de cultura
versus micélio de S. sclerotiorum. B — T2: Antagonista versus S.
sclerotiorum em confronto direto. C — Tratamento controle com micélio

S S BT O O UM ..t ennnnnne

vii

54

70

71



FIGURA 10 Ensaio de controle de esclerddios de S. sclerotiorum em caixa gerbox. A
— T1: Tratamento controle com esclerddios de S. sclerotiorum imersos
em agua. B — T2: Esclerddios de S. sclerotiorum imersos em solucgéo de
B. amyloliquefaciens CN-402. C — T3: B. amyloliquefaciens CN-402
aplicado via pulverizacdo sobre os esclerodios de S. sclerotiorum. D —
T4: Esclerddios de S. sclerotiorum imersos em solucéo de T. harzianum
IBLF1917. E — T5: T. harzianum IBLF1917 aplicado via pulverizacéo

sobre 0s esclerddios de S. SCIerotiorUm..........covveeeee e

viii



TABELA1

TABELA 2

TABELA 3

TABELA 4

TABELAS

TABELA 6

TABELA7

TABELA S8

LISTA DE TABELAS

Caracteristicas fisioldgicas e bioquimicas de B. amyloliquefaciens CN-

Contrastes para diametro médio (DMéd) da coldnia fangica, no teste de
confronto direto entre B. amyloliquefaciens CN-402 e fungos
fitopatogénicos nos meios BDA e TSA, aos 3, 5 e 7 dias de incubacéo..
Diametro médio (DMéd) da col6nia fungica e Porcentagem de inibicdo
do crescimento micelial (PIC) no teste de confronto direto entre B.
amyloliquefaciens CN-402 e fungos fitopatogénicos nos meios BDA E
TSA, aos 3,5 e 7 dias de inCUbAGAO...........c.cceevereeiieieee e
Anadlise de Variancia para Diametro médio (DMéd) da coldnia fungica
no teste de confronto direto entre B. amyloliquefaciens CN-402 e fungos
fitopatogénicos nos meios BDA e TSA, aos 3, 5 e 7 dias de incubacéo..
Porcentagem de sementes germinadas, plantulas emergidas, atacadas e
mortas de soja tratadas com Bacillus amyloliquefaciens CN-402, sob
ataque de fungos fitopatogénicos em substrato de areia, aos 7 dias apos
@ SEIMEAUUIAL ....veeeveeeeeeieeeieieeie st e ste e ste e e seesteesteereesaeeseesseesteeseesreenseaneens
Analise de Variancia para porcentagem de sementes germinadas,
plantulas emergidas, atacadas e mortas de soja tratadas, com B.
amyloliquefaciens CN-402, contra o ataque de fungos fitopatogénicos,
em areia 7 dias apis @ SEMEAUIA. ........cvevrverieeeirerie e
Contrastes para numero de sementes germinadas, plantulas emergidas,
plantulas atacadas e plantulas mortas de soja tratadas com Bacillus
amyloliquefaciens CN-402, sob ataque de fungos fitopatogénicos em
areia, aos 7 dias apis @ SEMEAAUIA. ..........eevereerieeireieseesieeie e seeeseesneens
Contrastes para diametro médio (DMéd) da col6nia de fungos
fitopatogénicos, numero de plantulas de soja normais (PN) e atacadas
(PA) tratadas com Bacillus amyloliquefaciens CN-402 em teste de
confronto direto em placa de Petri aos 7 dias apos a semeadura..............

29

44

45

46

49

50

50



TABELA9

TABELA 10

TABELA 11

TABELA 12

TABELA 13

TABELA 14

TABELA 15

Diametro medio da colénia (DMéd) e porcentagem de inibicdo do
crescimento micelial (PIC) de fungos fitopatogénicos, bem como a
porcentagem de plantulas de soja normais e infectadas, tratadas com
Bacillus amyloliquefaciens CN-402, em teste de confronto direto em
placa de Petri, aos 7 dias ap0s a SEMEAAUIa............ccveverierierierrerreresieaneans
A andlise de variancia (ANOVA) foi realizada para avaliar os efeitos do
tratamento com Bacillus amyloliquefaciens CN-402 sobre o diametro
médio da colbnia fungica (DMéd), a porcentagem de plantulas de soja
normais (PN) e a porcentagem de plantulas atacadas (PA), em teste de
confronto direto em placa de Petri, aos 7 dias apds a semeadura.............
Valores médios para diametro médio (DM) e porcentagem de inibicédo
do crescimento micelial (PIC), de Sclerotinia sclerotiorum em
confrontacdo em placa com Bacillus amyloliquefaciens CN-402, nos
testes de producdo de compostos organicos volateis, nos meios Agar de
triptona de soja (TSA) e Agar nutriente (NA)..........ccocevveeeveeseeesseennns
Analise de Variancia para diametro médio (DM), aos 7 dias de
incubacdo, de Sclerotinia sclerotiorum, em placa com Bacillus
amyloliquefaciens CN-402, nos testes de producdo de compostos
OFJANICOS VOIALEIS. ...t e
Analise de Variancia para diametro médio (DM), aos 7 dias de
incubacdo, de Sclerotinia sclerotiorum, em placa com Bacillus
amyloliquefaciens CN-402, nos testes de producdo de compostos
organicos volateis, nos meios Agar de triptona de soja (TSA), Agar
nutriente (NA) e Batata dextrose Agar (BDA).........cccoveeeeereereeeeseeen.
Numero de esclerddios germinados (NEG), porcentagem de germinacao
miceliogénica (GM) e carpogénica (GC) de esclerddios de Sclerotinia
sclerotiorum, aos 28 e 42 dias de incubagdo, em camara gerbox com
substrato SOl0-areia UMIdO..........cccveieieieieiese s
Analise de Variancia para numero de esclerddios de Sclerotinia
sclerotiorum com germinacao miceliogénica (GM) e carpogénica (GC),
aos 28 e 42 dias de incubacdo, em camara gerbox com substrato solo-

AFCIA UM ettt e e e

52

53

69

69

69

72



TABELA 16 Germinagdo miceliogénica (GM) de Sclerotinia sclerotiorum, aos 28 e
42 dias de incubacdo, em camara gerbox com substrato solo-areia Umido 73
TABELA 17 Germinacéao carpogénica (GC) de Sclerotinia sclerotiorum, aos 28 e 42

dias de incubacdo, em camara gerbox com substrato solo-areia Umido... 74

Xi



RESUMO GERAL

GOMES, L. C., UniRV — Universidade de Rio Verde, fevereiro de 2026. Bacillus
amyloliquefaciens CN-402 no controle de fungos fitopatogénicos da cultura da soja.
Orientador: Prof. Dr. Eduardo Lima do Carmo. Coorientadora: Profa. Dra. Juliana Silva
Rodrigues Cabral.

Doencas de plantas s&o fatores que reduzem a produtividade na cultura da soja, sendo estes: a
escolha da variedade, ambiente produtivo, histérico da area e praticas de manejo, que
influenciam na ocorréncia e severidade de doengas no campo. Bacillus sp. constitui género de
bactérias promotoras de crescimento de plantas, com efeito antagonista atuando por
competicdo, inducdo de resisténcia, antibiose, entre outros mecanismos de acgdo, além de
solubilizar nutrientes, sintetizar fitormonios e induzir resisténcia sistémica em plantas. Assim,
objetivou-se com este projeto analisar os tracos de promocéo do crescimento vegetal e eficacia
do Bacillus amyloliquefaciens CN-402 no controle in vitro de Sclerotinia sclerotiorum,
Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Fusarium graminearum, Macrophomina phaseolina,
Rhizoctonia solani, Phomopsis sojae, Corynespora cassiicola e Colletotrichum truncatum.
Bacillus amyloliquefaciens CN-402 tem a capacidade de solubilizar fosfato de ferro, aluminio
e sintetizar acido indolacético. Entre as enzimas extracelulares tem capacidade de sintese de
fosfatase, amilase, protease, celulase, pectinase e catalase. Os testes bioquimicos demonstraram
o0 potencial de controle de fungos fitopatogénicos por B. amyloliquefaciens CN-402 devido a
presenca de tragos funcionais bioquimicos. B. amyloliquefaviens CN-402 sendo capaz de inibir
o crescimento micelial de Rhizoctonia solani e Corynephora cassiicola. Nos ensaios de
germinacdo, o tratamento das sementes de soja com B. amyloliquefaviens CN-402 promoveu
reducdo na ocorréncia de plantulas atacadas e mortas para Sclerotinia sclerotiorum, mostrando
seu potencial promissor como biofungicida de solo, além de ter capacidade antag6nica sobre S.
sclerotiorum através da producdo de oxalato-oxidase, que inibiu o desenvolvimento do fungo
nos testes em placa de Petri. B. amyloliquefaciens CN-402 ndo produziu compostos organicos
volateis, mas demonstrou eficiéncia de controle, inibindo a germinacéo de esclerodios em cerca
de 30% em condig0es in vitro.

Palavras-chave: Biofungicida. Controle bioldgico. Glycine max. Patogenos de plantas.
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GENERAL ABSTRACT

GOMES, L. C., UniRV — University of Rio Verde, February 2026. Bacillus amyloliquefaciens
CN-402 in the control of phytopathogenic fungi in soybean crops. Advisor: Prof. Dr.
Eduardo Lima do Carmo. Co-advisor: Prof. Dr. Juliana Silva Rodrigues Cabral.

Plant diseases are a major factor in reduced productivity in soybean cultivation, where factors
such as variety selection, growing conditions, the field’s history, and management practices
influence the occurrence and severity of diseases in the field. Bacillus sp. is a genus of plant
growth-promoting bacteria with an antagonistic effect that acts through competition, resistance
induction, and antibiosis, among other mechanisms of action, in addition to solubilizing
nutrients, synthesizing phytohormones, and inducing systemic resistance in plants. The
objective of this project was to analyze the plant growth-promoting traits and efficacy of
Bacillus amyloliquefaciens CN-402 in the in vitro control of Sclerotinia sclerotiorum,
Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Fusarium graminearum, Macrophomina phaseolina,
Rhizoctonia solani, Phomopsis sojae, Corynespora cassiicola, and Colletotrichum truncatum.
Bacillus amyloliquefaciens CN-402 has the ability to solubilize iron and aluminum phosphate
and to synthesize indoleacetic acid. Among its extracellular enzymes, it has the capacity to
synthesize phosphatase, amylase, protease, cellulase, pectinase, and catalase. Biochemical tests
demonstrate the potential of B. amyloliquefaciens CN-402 to control phytopathogenic fungi due
to the presence of functional biochemical traits. B. amyloliquefaciens CN-402 was able to
inhibit the mycelial growth of Rhizoctonia solani and Corynespora cassiicola. In germination
assays, the treatment of soybean seeds with B. amyloliquefaciens CN-402 reduced the
occurrence of seedlings attacked and killed by Sclerotinia sclerotiorum, demonstrating its
promising potential as a soil biofungicide, in addition to exhibiting antagonistic activity against
S. sclerotiorum through the production of oxalate oxidase, which inhibited fungal development
in Petri dish tests. B. amyloliquefaciens CN-402 did not produce volatile organic compounds
but demonstrated control efficacy, inhibiting sclerotia germination by approximately 30%
under in vitro conditions.

Keywords: Biofungicide. Biological control. Glycine max. Pathogen plants.
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1 INTRODUCAO GERAL

Fungos fitopatogénicos sdo importante fator de perda de produtividade nas lavouras,
uma vez que esses organismos afetam diretamente as plantas comprometendo seu
desenvolvimento (Mais soja, 2022). Assim, a ocorréncia desses fungos de solo pode causar
prejuizos econdmicos a agricultura (Araujo, 2022).

Estima-se que as perdas anuais em rendimento de gréos na cultura, causadas por esses
organismos, podem chegar a 11% da producdo mundial. Fatores como escolha da variedade,
ambiente produtivo, historico da area e préaticas de manejo podem influenciar na ocorréncia e
severidade das doencas no campo (Bandara, 2020). Outros agentes bidticos como nematoides,
acaros, insetos praga e plantas infestantes, além de fatores abidticos, como a ocorréncia de
secas, altas temperaturas e qualidade dos solos se somam aos prejuizos ocorridos em cultivos
em todo o mundo.

Dentre os géneros mais comuns amplamente distribuidos nos sistemas agricolas estdo
fungos como Sclerotinia sp., Macrophomina sp., Fusarium sp., Botrytis sp., Colletotrichum sp.,
Cladosporium sp., Aspergillus sp., Verticillium sp., Alternaria sp., Pythium sp., Rhizoctonia
sp., Puccinia sp., entre outros, causadores de doencas como tombamentos, podriddes
radiculares, manchas foliares e necroses, podendo causar reducdo de até 40% na produtividade
das culturas (Tyskiewicz, 2022).

Vaérias espécies do género Bacillus tem se mostrado promissoras no controle de doencas
de plantas, devido o efeito antagonista que podem exercer sobre fitopatdgenos, atuando por
competicdo, inducdo de resisténcia, antibiose, entre outros mecanismos de acao, eficientes na
supressdo desses fungos. Esses microrganismos solubilizam nutrientes, sintetizam fitormonios
e diversas outras substancias capazes de promover o crescimento das plantas, sendo conhecidas
como rizobactérias promotoras do crescimento vegetal (RPCV) (Andrade, 2023).

Além disso, Bacillus geralmente produzem enzimas hidroliticas de interesse industrial,
como amilases, proteases, celulases, entre outras. Esses microrganismos liberam enzimas no
ambiente para obtencdo de nutrientes e energia (Acharya, 2025). Essas enzimas séo valiosas
em processos de producdo de alimentos, detergentes, téxtil, racdo e biocombustiveis, sendo
obtidas em sua grande parte de processos fermentativos bioldgicos, pelo uso desses
microrganismos (Yao, 2025).

Nesse contexto, objetivou-se com este projeto analisar os tragos de promogédo do

crescimento vegetal e eficacia do Bacillus amyloliquefaciens CN-402 no controle in vitro de
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Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Fusarium graminearum,
Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani, Phomopsis sojae, Corynespora cassiicola e

Colletotrichum truncatum.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cultura da soja

A Soja (Glycine max L. Merrill) é a cultura de maior importancia econémica, com area
plantada, em torno de 143,8 milhGes de hectares, por ano em cerca de 427 milhdes de toneladas
produzidas na safra 2024-2025, com projecdo de estabilidade nos numeros para a safra 2025-
2026 (USDA, 2026).

O Brasil € o maior produtor, com expectaiva de colher na safra 25/26, por volta de 176
milhGes de toneladas do grdo em 48,7 milhdes de hectares plantados (CONAB, 2026). A
commoditie constitui principal fonte de proteina vegetal, sendo utilizada na alimentagéo
humana e composicao das racdes para producdo de proteina animal, como por exemplo: criacéo
de bovinos, suinos, aves e peixes.

Em 2023, Brasil, Estados Unidos e Argentina responderam por 80% da producéo
mundial, sendo a China a maior consumidora do grdo, com cerca de 90 milhdes de toneladas
importadas em 2023. Segundo Conab (2026), na safra 2024/2025 o Brasil exportou 108 milhdes
de toneladas.

A produtividade da soja é afetada por inimeros fatores de origem abidtica e bidtica.
Dentre os bioticos, a competicdo com plantas infestantes, ocorréncia de pragas e doencas tém
0 maior potencial de reducdo do rendimento da cultura. Atualmente, sdo mencionadas na
literatura mais de 300 especies de microrganismos capazes de causar doengas em soja, 0 que se
deve a intensificagéo do cultivo da oleaginosa em todo o mundo (Hosseine, 2023).

Estudo feito por Bandara et. al (2020), revelou prejuizo anual na ordem de US$ 4,55
bilhGes nos Estados Unidos, considerando-se o periodo de 1996 até 2016, devido a ocorréncia
de doencgas na soja, dentre elas, a maioria de origem fungica, o que refor¢a o impacto causado
por fitopatdgenos. Esses valores médios correspondem a 11% da producdo de gréos, permitindo
dimensionar como os danos causados por doengas impactam financeiramente na producao do

gréo, reforcando a importancia econdémica global da fitossanidade para a cultura.
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2.2 Fungos Fitopatogénicos presentes no solo

O reino fungi, constitui principal grupo de microrganismos causadores de doengas em
plantas, afetando culturas de interesse agricola, provocando perdas no rendimento e qualidade
de gréos e frutos, devido aos danos nas raizes das plantas, causando doengcas como murchas,
tombamentos e podriddes, além de sua alta sobrevivéncia no ambiente, o que dificulta o
controle (AGAPTO, 2021).

Na agricultura, sdo responsaveis por mais de 70% das doencas de plantas, podendo
reduzir a produtividade entre 10 e 40%. Sclerotinia sp., Macrophomina sp., Fusarium sp.,
Botrytis sp., Colletotrichum sp., Cladosporium sp., Aspergillus sp., Verticillium sp., Alternaria
sp., entre outros, pertencentes ao filo Ascomycota, e Rhizoctonia sp., Puccinia sp., entre outros,
ao filo Basidiomycota, constituem os principais géneros de interesse agricola (Tyskiewicz,
2022).

2.2.1 Fusarium oxysporum, Fusarium solani e Fusarium graminearum

O género Fusarium compreende fungos saprofitos, endofiticos, parasitas de plantas e
animais, que podem infectar diversas partes das plantas, como raizes, caule, folhas e estruturas
reprodutivas, causando doencas conhecidas como podriddes radiculares, em frutas e graos e
cancros (Nikitin, 2023).

A maioria das espécies sao hemibiotréficas, que inicialmente colonizam o tecido vivo
do hospedeiro, podendo eventualmente matar a planta. Com a morte da planta, o organismo
passa a consumir os tecidos mortos (necrotrofia). Algumas espécies, atuam como mutualistas
ou agentes de biocontrole, outras como entomopatdgenos para o controle de insetos, mostrando
a diversidade do género, com elevada persisténcia e disseminacdo no ambiente devido a
producdo de conidios e estruturas de resisténcia conhecidas como clamidésporos (Zakaria,
2023).

Fusarium oxysporum € uma das principais espécies de importancia agricola, com
capacidade de causar doenca em diversas plantas cultivadas em todo o mundo (Boulahouat,
2023). E responsavel por doengas vasculares, conhecidas como murcha de Fusarium em plantas
como tomateiro (F. oxysporum f. sp. lycopersici), soja (F. oxysporum f. sp. glycines), feijoeiro
(F. oxysporum f. sp. phaseoli), bananeira (F. oxysporum f. sp. cubense), algodoeiro (F.
oxysporum f. sp. vasinfectum) e melancia (F. oxysporum f. sp. niveum), causando prejuizos

importantes nas areas em que ocorre.



O Fusarium solani, mais comum em culturas como soja e batata (F. solani f. sp.
glycines), feijdo (F. solani f.sp. phaseoli) e citrus, causa doenga conhecida como podridéo
vermelha das raizes, que compromete o sistema vascular podendo levar a planta a perder em
produtividade e morte (Bahadur, 2021; Coleman, 2016). Segundo Balardin (2005), pode ser
disseminado através de sementes e clamidosporos aderidos a superficie e mudas contaminadas.

Fusarium graminearum, mais associado a gramineas como milho, trigo, aveia, cevada,
entre outros, ocorre em condi¢cGes ambientais de alta umidade, com longos periodos de chuva
coincidentes com a floracdo das culturas. No milho é responsavel pela podriddo vermelha da
espiga levando a perca de rendimento e qualidade, aumentando a porcentagem de gréos ardidos
na colheita. Em culturas como trigo e cevada, o principal dano causado é a contaminacéo dos
grdos com micotoxina, ja que sdo usados na alimentacao humana, podendo causar intoxicacdes
(Ekwomadu, 2023; Logfren, 2017).

2.2.2 Macrophomina phaseolina

Conhecida como podridao cinzenta do caule, Macrophomina phaseolina esta associada
a condicdes de altas temperaturas e baixa umidade no solo, podendo ocorrer reducdo de
produtividade de até 100% (Marquez, 2021). E capaz de infectar espécies cultivadas como soja,
feijdo, girassol, amendoim, algod&o, milho, sorgo, entre outras.

E uma doenca vascular, infectando a planta pelas raizes e colo. Segundo Almeida
(2014), sua disseminacdo no solo ocorre pela producdo de picnidios e micro esclerddios nos
tecidos colonizados, que por sua vez, aumentam a persisténcia do fungo no ambiente. E também
saprofita, sobrevivendo em restos culturais na auséncia do hospedeiro.

Em soja, os sintomas podem variar de acordo com a idade da planta, no momento da
infeccdo, observando-se lesbes superficiais de coloracdo marrom-escura na regido do colo em
plantas jovens. As plantas que sobrevivem a infecg&o inicial tém amarelecimento progressivo,
levando a murcha, principalmente na fase de enchimento de grdos. Quando ocorre a morte da
planta por ocasido da doencga as folhas ficam caidas aderidas ao caule, com epiderme solta na
regido do colo, cortex escurecido e pontuacbes negras caracterizadas pela formagdo dos
microesclerodios. Sua ocorréncia apresenta-se de forma desuniforme ou em reboleiras devido

a distribuicao dos propagulos no ambiente (Almeida et al., 2014).



2.2.3 Rhizoctonia solani

Rhizoctonia solani, causadora da podriddo radicular, € um fungo necrotrofico
distribuido em areas agricolas, atacando diversas culturas de interesse agricola (Ajayi-
Oyetunde, 2018). E separada em grupos geneticamente distintos e incompativeis, chamados
grupos de anastomose, de acordo com sua especificidade de hospedeiros.

Ataca as plantas desde a germinacdo causando podriddo de sementes, raizes e lesdes
necroticas escuras no hipocétilo (podridao de colo), podendo levar a planta a morte, o que que

reduz o estande inicial de plantas, impactando no rendimento final de gréos da cultura.

2.2.4 Sclerotinia sclerotiorum

O mofo-branco é a doenca com capacidade de infectar mais de 600 espécies de plantas.
O agente causal da doenca € o fungo Sclerotinia sclerotiorum, fitopatogénico e necrotrofico,
gue se manifesta em qualquer parte da planta com abundante formacao de micélio cotonoso de
coloracdo branca, caracteristica que da origem ao nome comum (Schmmoler, 2021; Ferreira,
2023). Ocorre com maior intensidade em regides com temperaturas noturnas inferiores a 20°C
e alta umidade relativa do ar (Vaz, 2023).

Sclerotinia sp. tem capacidade de sobrevivéncia no solo, produzindo estruturas de
resisténcia chamadas esclerddios, que podem persistir por varios anos, aguardando condicdes
ideiais para germinar e infectar novo hospedeiro (Rissato, 2017). Apds a infeccdo da planta, a
doenca é de dificil controle, podendo leva-la a morte. As estratégias de manejo devem focar na
prevencdo, impedindo que o fungo contamine novas areas e reducdo do indculo presente (Meyer
et al., 2020).

Em soja, a infec¢cdo ocorre de forma indireta pela germinacédo dos esclerddios presentes
no solo. O esclerédio emite corpos de frutificagdo chamados apotécios que produzem o0s
ascosporos, que por sua vez sdo levados pelo vento até as flores, folhas e peciolos,
preferencialmente de tecidos senescentes. Ao germinar, o fungo secreta uma série de enzimas
como celulases, pectinases e proteases que degradam o tecido vegetal, iniciando a colonizagéo
do hospedeiro. O patodgeno produz também &cido oxalico, responsavel por acidificar o meio
facilitando a degradacao das paredes celulares por enzimas hidroliticas e impedir a ativacdo das
defesas do hospedeiro (Westrick, 2019; Ranjan, 2019).

As perdas de produtividade na cultura da soja podem chegar a 70%, estando a doenca

presente em cerca de 28% das areas brasileiras cultivadas (Meyer et al., 2020). As estratégias
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de manejo da doenca devem focar na prevencao, impedindo que o fungo entre na area por meio
de maquinario ou sementes contaminadas, e reducdo do indculo presente na area, uma vez que
apos a infeccdo a doenca é de dificil controle, levando a planta a morte antes de completar o
ciclo produtivo (Meyer, 2015).

O uso de fungicidas quimicos de forma preventiva quanto curativa, tem se mostrado
uma alternativa de baixa viabilidade para o controle de mofo-branco, devido a limitagdes como
tecnologias de aplicacdo e eficacia dos principios ativos (Schmmoler, 2021). O impacto
ambiental devido a alta toxidade e persisténcia dessas moléculas no ambiente torna essa pratica

insustentavel reduzindo a microbiota do solo (Nascimento, 2016).

2.3 Fungos fitopatogénicos causadores de manchas foliares

Fungos fitopatogénicos que atacam folhas, caules, flores e frutos sdo responsaveis por
grande parte das perdas na agricultura, causando manchas foliares, ferrugens, murchas,
podriddes e desfolha precoce. A parte aérea é vulneravel a esporos dispersos pelo ar, agua de
chuva e praticas de cultivo. Mais de 19.000 espécies de fungos causam doencas em culturas,
muitas delas em folhas (manchas, ferrugens, mildios, antracnoses, requeimas) e ramos (cancros
e necroses) (Jain, 2019).

Segundo Doehlemann (2017) e Fallahi (2025), os géneros mais comuns encontrados nos
cultivos séo Colletotrichum sp. (antracnoses), Fusarium sp. (murchas, podriddes de colmo e de
frutos), Alternaria sp. (manchas foliares), Puccinia sp. (ferrugens), Pyrenophora sp. e

Phytophthora sp. causando requeimas, podriddo de frutos e necroses de ramos.

2.3.1 Phomopsis sojae

Conhecida como podriddo seca, ou seca da haste, Phomopsis sojae causa danos na
cultura da soja, ocasionando a morte prematura de estruturas como caules e vagens, afetando
também as sementes, reduzindo o rendimento de grdos. Podem ser disseminadas para novas
areas por sementes contaminadas e agua da chuva na lavoura (Vidic, 2011).

Caracteriza-se pela formacao de picnidios sobre os tecidos infectados, utilizando restos
culturais como substrato para crescimento, disseminacédo e sobrevivéncia. A contaminacao das
sementes ocorre pelo contato com esporos e hifas produzidos na propria planta, o que afeta a
qualidade da semente (Galli, 2006).



2.3.2 Corynespora cassiicola

Corynespora cassiicola € um fungo necrotréfico com fases saprofiticas e endofiticas, e
ampla gama de hospedeiros. E favorecido por condicbes ambientais de altas temperaturas e
umidade elevada, com alta diversidade genética e fenotipica, com madltiplas linhagens
filogenéticas e grupos especializados em determinados hospedeiros (Rondon, 2021). As
principais doencas incluem a mancha alvo da soja, algodao, tomate, pepino, tabaco e queda de
folhas da seringueira, causando perdas de producéo (Sierra-Orozco, 2023).

Em soja, é caracterizada pela formacéo de lesbes que iniciam como pontuacGes pardas
com um halo amarelado evoluindo para manchas circulares de coloracdo castanha com anéis
conceéntricos no centro, devido o fungo matar o tecido para consumir os nutrientes. A infeccédo
por C. cassiicola causa desfolha precoce, podendo em alguns casos matar a planta, reduzindo a

area fotossinteticamente ativa, afetando a produtividade.

2.3.3 Colletotrichum truncatum

Conhecido como antracnose na soja, € uma doenca disseminada principalmente por
sementes, capaz de causar perdas em produtividade de até 50% em condicBes mais severas. E
um fungo hemibiotréfico que pode causar tombamento de plantulas, lesbes necréticas nos
cotilédones, caule, peciolo e nervuras das folhas, além de atacar vagens, evoluindo para
podriddo de sementes (BoufleuR, 2021).

Pode-se desenvolver de forma latente nos tecidos ndo manifestando sintomas até fases
mais avancadas de desenvolvimento da planta, dependendo das condi¢des edafocliméticas. O
fungo sobrevive principalmente em restos culturais e se dissemina através de sementes (Perez,
2023), podendo também infectar raizes formando conidios que permanecem no solo

aguardando condic@es favoraveis para seu desenvolvimento (Rogério, 2017).

2.4 Controle biolédgico na agricultura

Uma ferramenta que vem ganhando espaco na agricultura é a utilizacdo de bioinsumos
(Russi, 2024). Esses organismos podem ser aplicados com diversas finalidades, como controle
de pragas e doengas, controle de nematoides, solubilizacdo de nutrientes, promocdo de

crescimento, protecao contra estresses abioticos, dentre outros.



Para o controle de doencas principalmente de solo, como tombamentos e podriddes de
colo, existem microrganismos no mercado como os do género Trichoderma sp. (Schmmoler,
2021) e Bacillus sp. Devido a baixa eficiéncia e alto custo do controle quimico e impacto
ambiental, torna-se necessario estudar alternativas de controle, sendo utilizadas como novas

estratégias para reduzir prejuizos.

2.4.1 Bacillus sp. e tragos de promogao do crescimento vegetal

Bacillus sp. compreende um género de bactérias em forma de bastonetes, gram-
positivas, generalistas e cosmopolitas do solo, encontradas livres ou associadas ao sistema
radicular das plantas, sendo consideradas rizosféricas quando colonizam a superficie da raiz,
ou endofiticas, quando vivem no interior dos tecidos vegetais, podendo ter acdo de promocéo
de crescimento de plantas (Araujo, 2008).

Produzem estrutura de resisténcia chamada enddsporo, uma cépsula composta de
peptideoglicanos e proteinas que envolve o material genético da bactéria, capaz de resistir a
condi¢cdes ambientais adversas, formando novas células, o que facilita o desenvolvimento de
produtos comerciais, devido a facilidade de multiplicacdo, elevado tempo de prateleira e
auséncia de necessidade de refrigeracdo de produtos comerciais (Schmmoler, 2021).

S&o capazes de sintetizar substancias que interagem de forma positiva com o0 ambiente
e plantas, como fitormonios, enzimas, antibioticos, dentre outros, atuando como antagonistas,
controlando patégenos por multiplos mecanismos de acdo ou promovendo o crescimento de
plantas (Silva, 2022).

Um dos mecanismos conhecidos de Bacillus sp. no controle de fitopatogenos é a
producdo de metabdlitos secundarios, como por exemplo lipopeptideos, que podem atuar como
antibiéticos, com amplo espectro de acdo sobre fungos. Essas substancias podem induzir
resisténcia sistémica nas plantas, fazendo com que seja produzida mais lignina na parede
celular, dificultando a penetracdo do patdgeno (Abreu et al., 2022).

Além disso, podem potencializar a acdo antifingica de outras substancias, como o
exemplo das surfactinas (Torres et al., 2016). Essas substancias tém baixa acdo antibiotica,
porém aumentam a acao de outras substancias produzidas em conjunto. Dentre as substancias
mais conhecidas e estudadas, estdo surfactinas, iturinas e fengicinas (Abreu et al., 2022).
Bactérias do género Bacillus sp., geralmente produzem grandes quantidades de enzimas
hidroliticas (amilases, proteases, celulases, entre outras). Esses microrganismos liberam

enzimas extracelulares no ambiente para obter nutrientes utilizados no seu metabolismo,
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realizando a quebra de moléculas como celulose, quitina, lignina e proteinas, e disponibilizacdo
de nutrientes como nitrogénio, fosforo e enxofre (Acharya, 2025).

Essas enzimas sao estaveis em ampla faixa de pH e temperatura, o que as torna valiosas
em processos industriais. Por esse motivo, sdo alguns dos principais microrganismos utilizados
na fabricagdo de enzimas extracelulares em industrias de alimentos, detergentes, téxtil, racdo e
biocombustiveis (Yao, 2025).

Segundo Acharya (2025), as amilases, divididas em varios grupos com locais
especificos de atuacdo, sdo utilizadas na quebra de carboidratos de cadeia mais longa por meio
da hidrolise de polissacarideos em aclcares menores. Além de bactérias e fungos, sdo
encontradas também em todos os animais, sendo utilizadas de forma intra e extracelular por
microrganismos, especialmente Bacillus, para obtencdo de energia para o seu metabolismo.

Ja as proteases, sdo empregadas em processos de protedlise, quebrando as ligacGes
peptidicas das proteinas. So divididas em trés principais grupos, proteases &cidas, neutras e
alcalinas, sendo as alcalinas importantes em processos industriais, devido a sua elevada termo
estabilidade (Acharya, 2025).

Segundo Yao (2025), celulases sdo biocatalisadores de alta atividade, utilizados na
quebra de celulose em aglcares, sendo uma das enzimas mais utilizadas em processos
industriais, sendo empregada pelos microrganismos para obtencdo de energia, e controle de
fitopatdgenos, degradando a parede celular dos fungos, o que causa danos estruturais e facilita
a penetracdo do antagonista, muitas vezes atuando em conjunto com quitinases.

As quitinases sdo produzidas por diversos microrganismos com a finalidade de degradar
a quitina presente em exoesqueletos de insetos, auxiliando na penetracdo no hospedeiro
(Aktuganov, 2025). Vale ressaltar que as quitinas tém alto potencial de controle de insetos e
nematoides, j& que a cuticula desses organismos é composta majoritariamente de quitina, agindo
como inseticidas e nematicidas (Gomma, 2012).

Alguns estudos relatam também, o sinergismo das quitinases com outras enzimas, como
proteases e glucanases, potencializando os efeitos antimicrobianos, o que torna microrganismos
capazes de produzir maior gama dessas enzimas, mais promissores para aplicagdo como
ferramentas de controle bioldgico (Ajuna, 2023.)

A pectina € um polissacarideo complexo, participando como componente estrutural da
parede celular dos tecidos de plantas. A degradacdo dessa molécula é um dos fatores na
fitossimbiose e fitopatogenecidade flngica, sendo um dos principais mecanismos de

colonizacdo e obtencéo de fontes de carbono (Schmitz, 2019).



As pectinases sao produzidas por fungos e bactérias para infectar plantas, usando a
enzima para degradar e colonizar os tecidos vegetais (Annis, 1997; Kubicek, 2014), sendo
descritas como importante fator de viruléncia para fitopatdgenos, estando presentes em
estruturas especializadas de penetracdo, como por exemplo haustérios e apressorios (Mishra,
2023), presentes em diversos fungos fitopatogénicos.

As pectinas estdo presentes em microrganismos benéficos, como mecanismo de relagdes
simbioticas com as plantas, sendo secretadas para a degradacdo da parede celular, da qual
obtém-se acucares empregados como fonte de carbono, permitindo seu estabelecimento e
desenvolvimento na colonizacdo do hospedeiro. Algumas pectinases produzidas por Bacillus
sp. nas raizes, sintetizam subprodutos que ativam defesas sistémicas na planta, contra patégenos
na parte aérea, porém, a nivel local a resposta é mais fraca, 0 que permite a colonizacdo do
simbionte sem danos ao hospedeiro (Hugovieux, 2014; Boubsi, 2025).

Algumas espécies de Bacillus sp. podem produzir enzimas como celulases, xilases e
quitinases em conjunto com as pectinases, atuando de forma antagbnica sobre fitopatdgenos na
competicdo por espaco e substrato no ambiente (Khan, 2018).

A catalase é comummente encontrada no perfil bioquimico de bactérias empregadas no
controle de fungos fitopatogénicos, mesmo ndo tendo diretamente agdo antifungica,
desempenhando papel em seu metabolismo oxidativo (Yuan, 2021). Essa enzima também atua
no metabolismo antioxidante de plantas, degradando o excesso de per6xido de hidrogénio
(H202) formado nas células das plantas em condigdes de estresse biotico (ataque de
fitopatdgenos) e abidtico (secas e altas temperaturas), sendo produzida pela propria planta e
podendo ser fornecida por microrganismo exdgenos associados a elas (Saeed, 2023).

Apesar da complexidade da composic¢éo da parede celular dos fungos fitopatogénicos,
seus componentes sdo alvos para a aplicacdo de agentes de biocontrole, destacando-se 0 uso de
microrganismos capazes de produzir enzimas hidroliticas como proteases, lipases, celulases,
glucanases, entre outras, que vao agir diretamente sobre os componentes das membranas,
alterando suas caracteristicas, prejudicando ou paralisando o crescimento do patdégeno (Melo,
2000).

Fungos e bactérias promotoras do crescimento tém mecanismos de solubilizacdo do
fosforo do solo, como a producdo de enzimas extracelulares (fosfatases) e acidos organicos
(&cido glucénico, acido citrico, acido latico, acido oxalico, acido acético, entre outros) (Saeid,
2018), sendo alternativas frente a limitagdes de fontes aplicadas como fertilizantes devido a sua
solubilidade e imobilizacdo no solo, custo dos fertilizantes e possivel escassez, devido a

limitacdo das reservas presentes no mundo (Khan, 2023).
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Segundo Han (2024), essa capacidade esta ligada a nutricdo e promog&o de crescimento
de plantas (PGPR), com maior disponibilizacdo do fosforo, deixando o elemento em formas
absorviveis pelas plantas. Grande parte do fosforo no solo esta ligado a matéria organica na
forma de ésteres de fosfato e fitatos, ou precipitados na forma de fosfatos de calcio em solos
alcalinos, e fosfatos de ferro e aluminio em solos &cidos. A maioria das bactérias tem
capacidade tanto de solubilizar o fésforo inorgénico, quanto mineralizar fontes orgénicas do
elemento.

Como principal mecanismo de acéo, elas secretam uma variedade de &cidos organicos,
que quebram as ligagdes dos cations (Ca?*, Fe** ¢ AlI3*) com os fosfatos, deixando o ortofosfato
disponivel na solucdo do solo (Han, 2024). Além disso, esses microrganismos produzem
fosfatases de trés tipos, acidas, alcalinas e fitases, responsaveis por hidrolisar as formas
organicas do fosforo no solo. No entanto, a producdo dessas enzimas € regulada pela
disponibilidade do nutriente na solugéo do solo (Timofeeva, 2023).

A combinacdo de mecanismos de biocontrole e producdo de fosfatases por bactérias
pode resultar em menor severidade de doencas devido aos efeitos promovidos pela maior
disponibilidade de fosforo para a planta e maior acimulo de biomassa (Jan, 2023; Pengproh,
2023; Petkova, 2024; Fiqueiredo, 2025).

A capacidade de promover crescimento em plantas envolve varios mecanismos de ag&o,
que podem atuar de forma indireta, como por exemplo, a solubilizagdo de nutrientes, fixacdo
biolégica de nitrogénio, controle de fitopatdgenos e inducdo de resisténcia, quanto direta,
sintetizando fitormdnios que estimulam o crescimento. Essas bactérias sdo denominadas PGPR,
sigla em inglés (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria) para rizobactérias promotoras do
crescimento vegetal (De Andrade, 2023).

Dentre os fitorménios sintetizados por microrganismos benéficos, destacam-se as
giberelinas, importantes em processos como a germinacdo das sementes e alongamento do
caule, auxinas, como o acido indolacético (AlA), que estimulam o crescimento vegetal,
principalmente das raizes e citocininas, que dentre muitas fung¢des estimulam a diviséo celular
e atrasam a senescéncia foliar (Tsotetsi, 2022).

A sintese de acido indol-3-acético por bactérias do género Bacillus sp., geralmente
ocorre a partir do aminoacido triptofano exsudado pelas raizes das plantas. Rotas metabdlicas
envolvendo enzimas bacterianas convertem os triptofano em precursores da auxina como indol-
3-piruvato (IPyA), indol-3-acetamida (IAM) e triptamina (TAM), transformando-as até gerar
AlA ativo, que fica disponivel para a planta (Kejela, 2024).
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CAPITULO |

TRACOS DE PROMOCAO DO CRESCIMENTO VEGETAL DE Bacillus
amyloliquefaciens CN-402

RESUMO

As bactérias do género Bacillus sp. séo amplamente estudadas pela capacidade de sintetizar
diversos compostos, dentre eles, vitaminas, aminoécidos e enzimas, muito utilizadas na
industria em processos de producdo de alimentos, detergentes, producdo téxtil, racdo e
biocombustiveis. As enzimas extracelulares produzidas por esses microrganismos sao liberadas
no ambiente com a finalidade de obtencéo de nutrientes e energia para o seu metabolismo. Na
agricultura, sdo conhecidos pela capacidade de promover crescimento em plantas, através da
solubilizacdo de nutrientes e producdo de fitormdnios como as auxinas, e capacidade
antagobnica, devido a producéo de metabolitos como antibioticos e diversas enzimas hidroliticas,
gue atacam os patdgenos, prejudicando sua capacidade de causar doenca nas plantas. Objetivou-
se com este trabalho analisar os tragos de promocdo do crescimento vegetal do Bacillus
amyloliquefaciens CN-402 in vitro. Bacillus amyloliquefaciens CN-402 tem a capacidade de
solubilizar fosfato de ferro e aluminio. Dentre os fitorménios o Bacillus amyloliquefaciens CN-
402 foi capaz de sintetizar acido indolacético. Nas enzimas extracelulares confirmou-se a
capacidade de sintese de fosfatase, amilase, protease, celulase, pectinase e catalase. Os testes
bioquimicos demonstraram o potencial de controle de fungos fitopatogénicos, por Bacillus
amyloliquefaciens CN-402, devido a presenca de tragos funcionais bioquimicos.

Palavras-chave: Rizobactérias promotoras do crescimento de plantas. Controle bioldgico.
fitormonios. Enzimas bacterianas.
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ABSTRACT

Bacteria of the genus Bacillus sp. are widely studied for their ability to synthesize various
compounds, including vitamins, amino acids, and enzymes, which are widely used in industry
in the production of food, detergents, textiles, animal feed, and biofuels. The extracellular
enzymes produced by these microorganisms are released into the environment to obtain
nutrients and energy for their metabolism. In agriculture, they are known for their ability to
promote plant growth by solubilizing nutrients and producing phytohormones such as auxins,
as well as for their antagonistic effects due to the production of metabolites such as antibiotics
and various hydrolytic enzymes, which attack pathogens, impairing their ability to cause disease
in plants. The objective of this study was to analyze the plant growth-promoting traits of
Bacillus amyloliquefaciens CN-402 in vitro. Bacillus amyloliquefaciens CN-402 has the ability
to solubilize iron and aluminum phosphate. Among the phytohormones, Bacillus
amyloliquefaciens CN-402 was capable of synthesizing indoleacetic acid. Meanwhile, among
extracellular enzymes, the ability to synthesize phosphatase, amylase, protease, cellulase,
pectinase, and catalase was confirmed. Biochemical tests demonstrate the potential of Bacillus
amyloliquefaciens CN-402 to control phytopathogenic fungi due to the presence of functional
biochemical traits.

Keywords: Plant growth-promoting rhizobacteria. Biological control. Phytohormones.
Bacterial enzymes.
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1 INTRODUCAO

Dentre os microrganismos benéficos, as bactérias do género Bacillus sp., séo
amplamente estudadas pela gama de compostos produzidos, como por exemplo vitaminas,
aminoacidos e enzimas, muito usadas na industria geral em processos de producéo de alimentos,
detergentes, producdo téxtil, racdo e biocombustiveis. Essas enzimas extracelulares sdo
liberadas no ambiente com a finalidade de obtencdo de nutrientes e energia para o0 seu
metabolismo (Acharya, 2025). Na indUstria sdo obtidas em sua grande parte por processos
fermentativos desses microrganismos (Yao, 2025).

Na agricultura, sdo utilizadas pela capacidade de promover crescimento de plantas,
através da solubilizacdo de nutrientes e producédo de fitorménios, como auxinas e citocininas,
capacidade antag6nica devido a producdo de metabdlitos como antibiéticos e diversas enzimas
hidroliticas que atacam os patdgenos, prejudicando sua capacidade de causar doencas nas
plantas, dentre outras funcdes (Harwood, 2018).

Esses microrganismos liberam enzimas extracelulares no ambiente para obtencdo de
nutrientes usados no seu metabolismo, realizando a quebra de moléculas como celulose, quitina,
lignina e proteinas, e disponibilizacdo de nutrientes como nitrogénio, fosforo e enxofre
(Acharya, 2025). Enzimas como amilases e proteases podem agir em conjunto com quitinases
e celulases potencializando o efeito de degradacédo da parede celular de fungos fitopatogénicos
(Ajuna, 2023), o que torna interessante o uso de microrganismos que produzam maior gama
desses compostos, elevando o potencial de controle de doengas.

Apesar da complexidade da composicéo da parece celular dos fungos fitopatogénicos,
diversos estudos tém mostrado que seus componentes sdo alvos promissores para a aplicacdo
de agentes de biocontrole, ressaltando-se o uso de microrganismos capazes de produzir
compostos que agirdo diretamente sobre os componentes das membranas, alterando suas
caracteristicas estruturais e prejudicando ou paralisando o crescimento do patogeno (Melo,
2000).

Além do efeito antagonista, fungos e bactérias tém capacidade de solubilizacdo de
nutrientes, atraves da producdo de fosfatase e acidos organicos que disponibilizam fosforo e
outros nutrientes para as plantas, que aliados a producéo de fitormonios e inducgéo de resisténcia
promovem o crescimento de plantas (De Andrade, 2023). O conjunto de mecanismos de acéo
de microrganismos benéficos pode resultar em menor severidade de doengas pela supressao do

patogeno e maior desenvolvimento da planta (Jan, 2023; Petkova, 2024; Figueiredo, 2025).
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Com isto, objetivou-se com este trabalho analisar os tracos de promocéo do crescimento
vegetal do Bacillus amyloliquefaciens CN-402 in vitro.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Origem de Bacillus amyloliquefaciens CN-402

Bacillus amyloliquefaciens CN-402, de propriedade intelectual da Nooa Ciéncia e
Tecnologia ®, foi cedido a Universidade de Rio Verde - UniRV para este projeto.

Os testes foram realizados no Laboratorio de Microbiologia do Solo da Universidade de
Rio Verde.

2.2 Caracterizacao de Bacillus amyloliquefaciens CN-402

Para caracterizacao morfoldgica foi feito o cultivo do isolado bacteriano em meio agar
triptocaseina de soja (TSA) e Hicrome para caracterizacdo da colbnia e coloracdo de gram
(Castro, 2025).

2.3 Caracterizacdo dos tracos de promocdo do crescimento vegetal de Bacillus

amyloliquefaciens CN-402

2.3.1 Producao de fosfatase

Meio de cultura triptocaseina de soja (TSA) foi preparado, corrigindo seu pH para 7,3
antes da autoclavagem. Antes de verter, 0 meio foi adicionado ao volume 2% de uma solugao
de difosfato de fenolftaleina (5g.L "), deixando-se as placas incubadas por 24 horas para
verificacdo da auséncia de contaminantes. A bactéria foi inoculada retirando-se 1 disco de 9
milimetros de uma placa contendo cultivo puro e adicionando-o ao centro da placa (Romeiro,
2007).

Ap0s 96 horas de incubacgdo a 28°C, adicionou-se a tampa das placas 3 mL de solucéo

de hidroxido de amoénio (8,4%), deixando-as incubadas por 15 minutos, em temperatura
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ambiente. A producéo de fosfatase foi indicada pela formac&o de halo de coloracéo rosécea em

torno das col6nias bacterianas.

2.3.2 Producao de amilase

Foi preparado meio de cultura GL, constituido de glicose (10 g.L™), extrato de levedura
(2 g.L1) e &gar bacterioldgico (15 g.L™), enriquecido com 1% de amido soltvel (10 g.L ). A
bactéria foi inoculada retirando-se 1 disco de 9 milimetros de uma placa contendo um cultivo
puro e adicionando-0 ao centro da placa.

Ap06s 96 horas de incubagdo a 28°C, foram adicionados 3 mL de solucéo de lugol (1%)
por placa, deixando-as incubadas por cinco minutos em temperatura ambiente. A producédo da
enzima amilase foi confirmada pela descoloracdo do meio, em torno da coldnia (formacédo de

halo), devido a hidrélise do amido, conforme descrito por Coon et al. (1957).

2.3.3 Producao de protease

Utilizou-se meio de cultura constituido por 20 g.L? de caseina, 5 g.L! de peptona, 3
g.L ! de extrato de levedura, 10 g.L* de glicose e 15 g.L* de &gar, ajustando-se o pH do meio
para 5, antes da autoclavagem. A bactéria foi inoculada retirando-se 1 disco de 9 milimetros de
uma placa contendo cultivo puro e adicionando-o ao centro desta.

A producéo de protease foi confirmada pela descoloracdo do meio em torno da col6nia

(formacéo de halo mais claro), conforme Strauss et al. (2001).

2.3.4 Producao de celulase

Adaptado de Durairaj (2017), foi preparado meio de cultura triptocaseina de soja (TSA)
enriquecido com 10 g.L ™ de celulose em pd. A bactéria foi inoculada retirando-se 1 disco de 9
milimetros de uma placa contendo um cultivo puro e adicionando-o ao centro da placa.

Ap0s 96 horas de incubacdo a 28°C, foram adicionados 3 mL de solugdo vermelho
congo a 0,5 % em cada placa, deixando-as incubadas por 15 minutos em temperatura ambiente.
Em seguida retirou-se o excesso da solugéo e adicionou-se 10 ml da solu¢do NaCl 1M, deixando
as placas incubadas por 30 minutos. Apds esse periodo, 0 excesso da solucdo foi drenado,
observando-se a formacdo de um halo de coloracdo alaranjada ao redor da colénia bacteriana,

0 que foi considerado indicativo positivo para a producéo de celulase.
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2.3.5 Producéo de pectinase

Foi utilizado meio de cultura GL, constituido de glicose (10 g.L ™), extrato de levedura
(2 g.L 1) e 4gar bacterioldgico (15 g.L ™), enriquecido com 10 g.L de pectina, adicionada, apos
a correcdo do pH do meio para 5, antes da autoclavagem. A bactéria foi inoculada retirando-se
1 disco de 9 milimetros de uma placa contendo um cultivo puro e adicionando-o ao centro da
mesma.

Ap0s 96 horas de incubacdo a 28°C, foram adicionados 3 mL de solugéo de lugol (1%)
por placa, deixando-as incubadas por 15 minutos, em temperatura ambiente. A producédo de
pectinase foi confirmada pela descoloracdo do meio em torno da colbnia (formacdo de halo

mais claro), conforme metodologia de Lima Junior (2020).

2.3.6 Producéo de quitinase

Conforme metodologia de Moka (2021), foi preparado meio de cultura constituido de
sulfato de magnésio hepta-hidratado (0,3 g.L ™), sulfato de amonio (3 g.L™?), fosfato de potassio
dihidratado (2 g.L ™), acido citrico monohidratado (1 g.L™?), tween-80% (200 ul.L™Y), parpura de
bromocresol (0,15 g.L) e agar bacterioldgico (15 g.L™), enriquecido com quitina coloidal (4,5
g.L 1), sendo ajustado o pH para 4,7 antes da autoclavagem.

A quitina coloidal foi obtida adicionando-se gradualmente 20 gramas de quitina
comercial a 200 mL de acido cloridrico concentrado sob agitacdo constante por 50 minutos,
conforme descrito por Roberts e Selitrennikoff (1988) e De Castro et al. (2011). Em seguida, a
solucdo foi vertida lentamente em alcool etilico (95%) gelado, agitando-se durante 10 minutos
e posteriormente deixado em repouso por 12 horas em temperatura ambiente. A solucdo foi
filtrada a vacuo e lavada repetidamente com agua destilada, até a completa remocéo do acido
cloridrico, verificado pela auséncia completa do odor caracteristico do acido e pela coloragédo
da dgua. Antes da ultima filtragem, o pH foi ajustado para 7. A quitina resultante foi armazenada
em geladeira até o uso.

A bactéria foi inoculada retirando-se 4 discos de 9 milimetros de uma placa contendo
um cultivo puro e adicionando-0s em pontos equidistantes nas placas a cerca de 1,5 centimetros
da borda. A producdo da enzima pelo isolado é caracterizada pela alteracdo de coloragdo do
meio da cor amarela para roxo, caracterizado pela mudanga de pH promovido pela degradagéo
da quitina em N-acetilglucosamina, resultando na mudanga de cor promovida pelo indicador

purpura de bromocresol.
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2.3.7 Producéo de catalase

Para o cultivo bacteriano foram preparados 3 frascos contendo meio liquido GL,
constituido de glicose (10 g.L™?) e extrato de levedura (2 g.L ™). A bactéria foi inoculada
retirando-se 1 disco de 9 milimetros de placa contendo cultivo puro e adicionando-o ao
erlenmeyer. Os frascos foram mantidos sob agitacdo constante de 90 rpm a 28 °C por 96 horas.

Para verificar a producdo da enzima catalase, 15 pL de cada cultivo foram colocados
sobre uma lamina bacterioldgica, adicionando-se em seguida 15 pL de uma solucao de peroxido
de hidrogénio (H202) a 30%. A producéo de bolhas no liquido indicou a produgdo da enzima,
conforme descrito por Mariano et al. (2000).

2.3.8 Solubilizacao de fosfato

Para os testes de solubilizacdo de fosfato de célcio (CaHPOa), utilizou-se meio de
cultura GL, constituido de glicose (10 g.L 1), extrato de levedura (2 g.L %), e agar bacterioldgico
(15 g.L™1), enriquecido com 50 mL.L* de solucéo de 10% de difosfato de potassio (K2HPO,) e
100 mL.L? de solucdo de 10% de cloreto de célcio (CaCly)., adicionados ap6s a corre¢do do
pH do meio para 7, conforme descrito por Sylvester-Bradley et al (1982).

Para os testes de solubilizacéo de fosfatos de ferro (FePO4) e aluminio (AIPO4) foram
preparados dois frascos de meio de cultivo modificado por Gadagi e Sa (2002), constituido de
glicose (30 g.L?), extrato de levedura (0,2 g.L™?), cloreto de sddio (0,1 g.L™?), sulfato de
magnésio (0,5 g.L %), cloreto de calcio (0,1 g.L™?), sulfato de manganés (0,1 g.L™2) e cloreto de
amonio (0,5 g.L ™), sendo adicionado a 1 frasco 2 g.L™ de fosfato de ferro (FePO4) e ao segundo
frasco 5 g.L* de fosfato de aluminio (AIPO4). O pH do meio foi ajustado para 7 e entdo
adicionou-se agar bacteriologico (15 g.Lt) e verde de bromocresol (5 mL.L™).

A bactéria foi inoculada retirando-se 1 disco de 9 milimetros de placa contendo cultivo
puro e adicionando-o0 ao centro desta. As placas foram incubadas a 28°C, sendo avaliado o

aparecimento de halo ao redor da col6nia.

2.3.9 Producéo de acido indolaceético (AlA)

Para o cultivo bacteriano foram preparados 3 frascos contendo meio liquido DYGS,
constituido de glicose (2 g.L1), peptona (1,5 g.L 1), extrato de levedura (2 g.L ), KH2PO4.7H20
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(0,5 g.LY), e MgS04.7H,0 (0,5 g.LY), adicionando-se ap6s a autoclavagem 2,5 mg.L™? de
triptofano, adaptado de Araudjo (2012).

A bactéria foi inoculada retirando-se 1 disco de 9 milimetros de placa contendo cultivo
puro e adicionando-o ao erlenmeyer. Os frascos foram mantidos sob agitacdo constante de 90
rpm a 28 °C por 7 dias.

Para deteccdo da producdo de AIA foram retiradas aliquotas de 50 mL dos cultivos,
centrifugando-as a 10000 rpm durante 2 minutos por dois ciclos. Preparou-se uma solucéo
misturando 1,35 gramas de cloreto de ferro (FeCls) em 10 mL de agua destilada. Em seguida
adicionou-se 1 mL dessa mistura em 50 mL de uma solucéo de acido percldrico (HCIO4) a 35%.
Essa mistura constituiu o reagente de Salkowski (Ehmann, 1977). Apdés a centrifugacdo das
amostras de cultivo da bactéria, foram transferidos 3 mL do sobrenadante para tubos de ensaio,
adicionando-se 6 mL do reagente Salkowski e os tubos foram mantidos no escuro em
temperatura ambiente por 30 minutos. A mudanca de coloracéo do liquido para a coloragdo rosa
indicou a producdo de acido indolacético pelo microrganismo.

3 RESULTADOS

3.1 Caracteristicas morfoldgicas de Bacillus amyloliquefaciens CN-402

Bacillus amyloliquefaciens CN-402, cultivado em meio &gar triptona de soja (TSA),
apresentou colbnias de coloracdo branco-acinzentada, com centro mais escuro e bordas
irregulares, mais claras e opacas, conferindo aspecto semelhante a nuvem (Figura 1B). No meio
HiCrome (Figura 1C), as col6nias apresentaram coloracdo branca opaca, crescimento irregular
e distribuicdo mais dispersa na placa, além de promover alteragdo na coloracdo do meio para
um tom azulado.

A anélise microscopica revelou células Gram-positivas, evidenciadas pela coloracéo
roxa apés a coloracdo de Gram, confirmando caracteristicas tipicas do género Bacillus. As

celulas apresentaram formato de bastonetes, sem formacdo de cadeias (Figura 1.A).
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FIGURA 1 - Bacillus amyloliquefaciens CN-402. A — Microscopia de coloragdo de gram,
células bacterianas no formato de bastonetes (b) no aumento de 100x. B —
Coldnias em meio TSA. C — Coldnias em meio HiCrome.

3.2 Producao de enzimas extracelulares

Bacillus amyloliquefaciens CN-402 foi capaz de solubilizar fosfato de aluminio (Figura
2.A) e ferro (Figura 2.C) demonstrado pela formacdo de halo mais claro ao redor da col6nia
bacteriana. O resultado para solubilizacdo de fosfato de célcio foi negativo devido a auséncia
de formacdao de halo ao redor do crescimento bacteriano (Figura 2.B). A producéo de fosfatase
foi confirmada pela formac&o de halo na coloracao rosacea, apés adi¢do de solugdo de hidréxido

de amonio a placa de Petri (Figura 2.E).
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FIGURA 2 - Tracos funcionais de Bacillus amyloliquefaciens CN-402. A — Solubilizacdo de
fosfato de aluminio. B — Auséncia de solubilizacdo de fosfato de calcio. C —
Solubilizacdo de fosfato de ferro. D — Producgdo de AIA em meio liquido. E —
Producdo de fosfatase. F — Produgdo de amilase. G — Producdo de protease. H -
Producédo de celulase. | - Producdo de pectinase. J — Auséncia de crescimento
bacteriano no meio seletivo para avaliacéo de quitinase. K - Producgéo de catalase.

Os resultados obtidos foram positivos para producdo de acido indol-acético, conforme
imagem mostrada na Figura 2.D, com o surgimento da coloracao de tonalidade rosacea apos a
adicdo do reagente de Salkowski ao sobrenadante do cultivo liquido bacteriano.

A producéo de enzimas extracelulares como amilase (Figura 2F), protease (Figura 2.G),
celulase (Figura 2.H) e pectinase (Figura 2.1) pelo isolado CN-402 foi confirmada pela
formacéo de halos de coloragdo mais clara ao redor das col6nias bacterianas nos respectivos
meios de cultivo. A auséncia de crescimento bacteriano no meio de cultivo seletivo para o teste
de producéo de quitinase (Figura 2.J) mostrou que a bactéria ndo tem a capacidade de produzir
a enzima.

A producdo de catalase foi confirmada pela formacéo de bolhas ap6s a adi¢éo de solucéo
de perdxido de hidrogénio a uma amostra do cultivo liquido do isolado, previamente cultivado
em meio GL, sobre uma lamina de microscopia. (Figura 2.K).
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Na tabela 1 é possivel verificar os resultados para as caracteristicas bioquimicas do
isolado.

TABELA 1 - Caracteristicas fisioldgicas e bioquimicas de B. amyloliquefaciens CN-402

Tracos funcionais Bacillus amyloliquefaciens CN-402
Solubilizacéo
Fosfato de aluminio +
Fosfato de calcio -
Fosfato de ferro +
Sintese
Acido indolacético +
Enzimas
Fosfatase +
Amilase +
Protease +
Celulase +
Pectinase +
Quitinase -
Catalase +
4 DISCUSSAO

A capacidade de solubilizar fosfatos inorganicos € uma caracteristica essencial de
bactérias promotoras de crescimento em plantas, promovido pela secrecdo de acidos capazes
de romper as ligagdes dos fosfatos com cations de aluminio, célcio e ferro. As fosfatases sdo
responsaveis pela disponibilizacdo do fosforo organico no solo (Petkova, 2024). Nos testes, 0
isolado CN-402 teve resultados positivos para solubilizacdo do fésforo em meio contendo
fosfato de aluminio e ferro, corroborando com os resultados encontrados por Jan (2023) e
Timofeeva (2023), os quais avaliaram a capacidade de bio-disponibilizacdo do nutriente por
bactérias do género Bacillus. Ja Bacillus velezensis K01, testado em laboratério por Xue (2023)
ndo foi capaz de solubilizar fosforo em meio contendo fosfato tricélcico, o que também néo
ocorreu no presente estudo com B. amyloliquefaciens CN-402.

A producdo de fitormonios por rizobactérias pode alterar o equilibrio hormonal das
plantas. Segundo De Andrade (2023), a auxina bacteriana pode estimular o crescimento de
raizes laterais ou secundarias, melhorando a absor¢éo de &gua e nutrientes pela planta. Araujo

(2012), prospectando microrganismos promotores de crescimento em plantas de Urochloa
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brizantha, encontrou sete isolados de Bacillus produtores de &cido indol-acético, selecionando
dois mais eficientes segundo a quantidade secretada, o que também foi observado no teste feito
com Bacillus amyloliquefaciens CN-402.

A capacidade amilolitica de microrganismos benéficos € importante, pois a producéo de
enzimas extracelulares estd relacionada ao controle de fitopatdgenos (Santoyo, 2012).
Rafanomantsoa (2023) constatou a producdo de amilase por isolados de Bacillus halotolerans
utilizados no controle de fungos fitopatogénicos, o que também foi confirmado no presente
estudo.

Um estudo de Huang (2022), realizado em trigo, demonstrou que a producédo de amilases
extracelulares por Bacillus cereus estd associada a sua capacidade competitiva frente a
microrganismos fitopatogénicos. Nesse contexto, ao colonizar o substrato, o antagonista limita
0 acesso dos patdgenos a recursos nutricionais e espaco, prevenindo ou reduzindo a ocorréncia
de doencas em plantas. Além disso, as amilases podem desempenhar papel na promoc¢éo do
crescimento vegetal, ao degradarem carboidratos complexos em agucares simples, que sao mais
facilmente assimilados pelas plantas e pela microbiota do solo (Rafanomantsoa, 2023).

A parede celular dos fungos é composta por uma camada externa de glicoproteinas,
suscetivel a acdo hidrolitica de proteases, que as degradam em peptideos menores. Esse
processo leva ao rompimento e extravasamento do conteudo celular, comprometendo a
integridade estrutural das hifas, a capacidade de germinacdo dos esporos, a formacdo de
apressorios e as interacbes com o0 ambiente (Ajuna, 2023). De acordo com Xue (2023), Bacillus
velezensis produz diversas proteases, além de outras enzimas, capazes de inibir o crescimento
de diferentes fungos fitopatogénicos.

Varios estudos tém relatado o sinergismo das proteases secretadas em conjunto com
outras enzimas como quitinases e glucanases, no controle de fungos fitopatogénicos,
degradando componentes da parede celular, 0 que compromete a integridade estrutural das
células, reduzindo a capacidade de crescimento e infec¢do do hospedeiro. No presente estudo
ficou evidenciado a produgédo de um conjunto de enzimas hidroliticas por CN-402, sugerindo
acdo conjunta como mecanismo de acdo de controle de fungos fitopatogénicos.

As celulases bacterianas estdo envolvidas em processos de controle biol6gico de
fitopatdgenos como antibiose e micoparasitismo, sendo responsaveis pela degradacdo da
celulose presente na estrutura da parede celular de fungos (Malik, 2023). Granada (2025),
avaliando a eficiéncia de B. velezensis, no controle de Fusarium oxysporum, observou a

producdo de celulase pelo isolado bacteriano, com resultados negativos para outras enzimas
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hidroliticas como amilase, fosfatase e lipase, 0 que mostra a eficacia dessa enzima nos processos
de controle.

As quitinases desempenham papel importante no controle bioldgico, degradando a
quitina presente na parede celular de fungos fitopatogénicos e cuticula de insetos praga e
fitonematoides (Ajuna, 2023). Embora CN-402 ndo produza quitinase, a sintese de outras
enzimas hidroliticas como amilases, pectinases, celulases e proteases tem efeitos antagdnicos
similares sobre esses patdgenos (Haddoudi, 2021).

As pectinas sdo componentes estruturais conferindo rigidez a parede celular de plantas
(Abbott, 2008). Conforme relatado por Khan (2018), enzimas degradadoras da parede celular
como celulases, quitinases e pectinases sdéo comumente produzidas por microrganismos
benéficos, incluindo bactérias do género Bacillus, sendo empregadas para obtencédo de fontes
de carbono, mas principalmente para penetracdo no tecido vegetal estabelecendo relacdes
simbidticas, o que também foi confirmado pelos testes realizados neste estudo com CN-402.

Segundo Saeed (2023), as catalases produzidas por bactérias promotoras de crescimento
em plantas constituem importante fator de mitigacdo de estresses oxidativos causados por
fatores abioticos, atuando no combate da formacédo excessiva de espécies reativas de oxigénio
(EROS), que podem causar danos celulares as plantas, e bidticos, como o ataque de
fitopatdgenos, desencadeando respostas de inducdo de resisténcia sistémica na planta. Em
estudo de Babiker (2016), cerca de 50% dos isolados de Bacillus obtidos de amostras de solo
tem atividade catalase-positiva, o que também foi confirmado no teste realizado no presente
trabalho.

5 CONCLUSAO

Bacillus amyloliquefaciens CN-402 tem a capacidade de solubilizar fosfato de ferro e
aluminio.

Dentre os fitormonios o Bacillus amyloliquefaciens CN-402 foi capaz de sintetizar 4cido
indolacético. Enquanto entre enzimas extracelulares confirmou-se a capacidade de sintese de
fosfatase, amilase, protease, celulase, pectinase e catalase.

Os testes bioquimicos demonstraram o potencial de controle de fungos fitopatogénicos
por Bacillus amyloliquefaciens CN-402, em razdo da presenca de tracos funcionais

bioquimicos.
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CAPITULO I

CAPACIDADE ANTAGONICA DE Bacillus amyloliquefaciens CN-402 NO
CONTROLE DE FUNGOS FITOPATOGENICOS in vitro

RESUMO

Fitopatdgenos sdo grandes limitadores da produtividade na cultura da soja, podendo causar
perdas severas na auséncia de manejo adequado. As plantulas de soja estdo sujeitas ao ataque
de fungos desde a germinacgéo, o que prejudica diretamente o estabelecimento da cultura no
campo. Em fases mais avancadas, outras doencas podem promover desfolha precoce e
abortamento de estruturas reprodutivas, impactando negativamente o rendimento de grdos e
reduzindo a produtividade. Diversos desses patdgenos sdo disseminados por sementes ou
atacam a cultura logo nas fases iniciais de desenvolvimento. Somente nessa fase, 0s prejuizos
acumulados podem se aproximar de 20% das perdas econdmicas totais causadas por todas as
doencas relatadas na cultura. Diante disso, este trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade
antagbnica de Bacillus amyloliquefaciens CN-402 no controle in vitro de fungos
fitopatogénicos. Foi avaliada a atividade antagonica in vitro de Bacillus amyloliquefaciens CN-
402 por meio de teste de confronto direto em placa de Petri contra os fungos Sclerotinia
sclerotiorum, Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Fusarium graminearum, Macrophomina
phaseolina, Rhizoctonia solani, Phomopsis sojae, Corynespora cassiicola e Colletotrichum
truncatum, bem como seu efeito no tratamento de sementes de soja. Bacillus amyloliquefaciens
CN-402 foi capaz de inibir o crescimento micelial de Rhizoctonia solani e Corynespora
cassiicola. No entanto, nao apresentou efeito inibitorio sobre todos os fungos fitopatogénicos
testados em placa de Petri. Nos ensaios de germinacéo, o tratamento de sementes de soja com
Bacillus amyloliquefaciens CN-402 promoveu reducdo na ocorréncia de plantulas atacadas e
mortas por Sclerotinia sclerotiorum, evidenciando seu potencial promissor como biofungicida
de solo.

Palavras-chave: Biofungicida. Soja. Tratamento de sementes. Controle bioldgico.
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ABSTRACT

Phytopathogens are major limiting factors for soybean productivity, potentially causing severe
losses in the absence of proper management. Soybean seedlings are susceptible to fungal attack
from germination onwards, directly hindering crop establishment in the field. In later stages,
other diseases can promote premature defoliation and abortion of reproductive structures,
directly impacting grain yield and reducing productivity. Several of these pathogens are seed-
borne or attack the crop in its early stages. At this stage alone, accumulated losses can approach
20% of the total economic losses caused by all reported diseases in the crop. Therefore, this
study aimed to evaluate the antagonistic capacity in vitro of Bacillus amyloliquefaciens CN-
402 in the in vitro control of phytopathogenic fungi. The in vitro antagonistic capacity of
Bacillus amyloliquefaciens CN-402 was evaluated in a direct confrontation test in Petri dishes
against the fungi Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Fusarium
graminearum, Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani, Phomopsis sojae, Corynespora
cassiicola, Colletotrichum truncatum, and in the treatment of soybean seeds. Bacillus
amyloliquefaciens CN-402 was able to inhibit the mycelial growth of Rhizoctonia solani and
Corynespora cassiicola. Bacillus amyloliquefaciens CN-402 was not able to inhibit the
mycelial growth of any of the phytopathogenic fungi tested in Petri dishes. In germination
assays, treatment of soybean seeds with Bacillus amyloliquefaviens CN-402 reduced the
occurrence of seedlings attacked and killed by Sclerotinia sclerotiorum, demonstrating its
promising potential as a soil biofungicide.

Keywords: Biofungicide. Soybean. Seed treatment. Biological control.
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1 INTRODUCAO

Fitopatogenos sdo grandes limitadores de produtividade na soja, 0 que pode causar
perdas severas na auséncia de manejo adequado. As sementes estdo sujeitas ao ataque de fungos
causadores de podriddes e tombamentos, desde a germinacdo, impactando na sobrevivéncia das
plantulas e estabelecimento da cultura. Nas fases mais avangadas, manchas foliares, necroses e
podriddes de vagens podem promover desfolha precoce, abortamento de estruturas
reprodutivas, o que impacta diretamente no rendimento de grdos (Hosseine, 2023).

Dentre 0s géneros mais comuns de interesse agricola, estdo fungos dos géneros
Sclerotinia sp., Macrophomina sp., Fusarium sp., Botrytis sp., Colletotrichum sp.,
Cladosporium sp., Aspergillus sp., Verticillium sp., Alternaria sp., Pythium sp., Rhizoctonia
sp., Puccinia sp., entre outros, causadores de doencas como tombamentos, podriddes
radiculares, manchas foliares e necroses, podendo causar reducdo de até 40% na produtividade
das culturas (Tyskiewicz, 2022).

Muitos desses patdgenos sdo transmitidos por sementes, afetando sua qualidade ou
atacando as plantas nas fases iniciais, 0 que impacta o estabelecimento da cultura. Somente as
doencas de plantulas foram responsaveis por um prejuizo anual de 0,7 milh&o de toneladas de
graos nos EUA, totalizando, em 20 anos, um montante de US$ 17,6 bilhGes, o que corresponde
a 18,8% das perdas econdmicas totais causadas por todas as doencas relatadas na cultura no
periodo de 1996 a 2016 (Bandara, 2020).

Dentre as bactérias ja estudadas, Bacillus sp. apresenta efeitos no controle de doencas
de plantas, devido a capacidade antagdnica que exerce sobre fitopatdgenos, atuando por
competicdo, inducdo de resisténcia, antibiose, entre outros mecanismos de acao, sendo eficiente
na supressdo desses fungos. Esses microrganismos podem, ainda, solubilizar nutrientes,
produzir fitormonios e diversas outras substancias capazes de promover o crescimento das
plantas, sendo conhecidos como rizobactérias promotoras do crescimento vegetal (De Andrade,
2023).

Além disso, Bacillus geralmente produz grandes quantidades de enzimas hidroliticas de
interesse industrial, como amilases, proteases, celulases, entre outras, liberando essas
substancias no ambiente para a obtencéo de nutrientes e energia utilizados em seu metabolismo
(Acharya, 2025). Essas enzimas sdo valiosas em processos de producdo de alimentos,
detergentes, produtos téxteis, racdes e biocombustiveis, sendo obtidas, em grande parte, por

meio de processos fermentativos biologicos (Yao, 2025).
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Assim, objetivou com este trabalho avaliar a capacidade antagOnica de Bacillus

amyloliquefaciens CN-402 no controe in vitro de fungos fitopatogénicos.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao dos isolados fungicos e bacterianos

Os isolados fungicos Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium oxysporum, Fusarium solani,
Fusarium graminearum, Macrophomina phaseolina, Phomopsis sojae, Corynespora cassiicola
e Colletotrichum truncatum foram obtidos de coldnias puras da colecdo de microrganismos no
Laboratério de Microbiologia do Solo da Universidade de Rio Verde (UniRV). Rhizoctonia
solani foi cedido da colecdo de fungos fitopatogénicos do Laboratdrio de Fitopatologia da
Universidade Federal de Goias (UFG), campus de Goiania-GO.

Trichoderma harzianum IBLF1917 e Bacillus amyloliquefaciens CN-402, de
propriedade intelectual da Nooa Ciéncia e Tecnologia ®, foram cedidos da UniRV para este

projeto.

2.2 Teste de antagonismo por cultivo pareado de microrganismos in vitro

Os testes de laboratorio foram realizados em delineamento inteiramente casualizado
com 3 repeti¢des, de acordo com metodologia desenvolvida por Gabardo et al. (2020) e Santos
(2021), pelo cultivo pareado de microrganismos em placa de Petri. Neste teste, foram utilizados
como alvo os fungos fitopatogénicos Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium oxysporum, Fusarium
solani, Fusarium graminearum, Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani, Phomopsis
sojae, Corynespora cassiicola e Colletotrichum truncatum, e como antagonista Bacillus
amyloliquefaciens CN-402. Um tratamento adicional de confronto direto entre Bacillus e
Trichoderma harzianum foi realizado com a finalidade de testar a compatibilidade entre os dois
antagonistas.

Os tratamentos foram constituidos por dois meios de cultura distintos: o Batata Dextrose
Agar (BDA), utilizado como meio padrdo para o cultivo de fungos, e o Agar Triptona de Soja

(TSA), empregado no cultivo de bactérias. Essa diferenciacdo teve como objetivo avaliar a
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interferéncia da composigéo nutricional do meio de cultura no desenvolvimento e na produgéo
de metabdlitos pelo antagonista (Fujimoto, 2017).

Discos de 9 mm de didmetro foram retirados de placas contendo coldnias puras do
patogeno e transferidos para o centro de placas com os respectivos meios de cultura. Nas
extremidades dessas placas, foram posicionados discos provenientes de culturas puras do
antagonista, distribuidos em quatro pontos equidistantes, a aproximadamente 1 cm da borda.

As placas foram incubadas em camara tipo BOD, a 22 °C, por 11 dias, sob fotoperiodo
de 12 horas, ate a interrupc¢éo do crescimento micelial do fungo.

As avaliagOes foram realizadas aos 3, 7, 9 e 11 dias ap6s a inoculagdo. O diametro das
coldnias do patdgeno foi mensurado por meio de duas medidas diametralmente opostas, com
auxilio de pagquimetro, sendo posteriormente calculado o didmetro médio da colénia (Dm),
conforme descrito por Braga Junior et al. (2017).

A percentagem de inibi¢do do crescimento micelial (PIC) foi determinada de acordo
com a férmula proposta por Menten et al. (1976), conforme utilizada por Fonseca et al. (2015).

A porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC) consiste na equacdo de
Menten et al., (1976), em que:

PIC = [(didmetro médio do controle — didmetro médio do tratamento) / didmetro médio
do controle] x 100.

Para os tratamentos em que ndo observou-se inibi¢do de crescimento do patdgeno,
adotou-se o valor de PIC igual a zero. A producdo de compostos organicos difusiveis foi
avaliada indiretamente pela presenca de halos ou zonas de inibi¢do do crescimento micelial do

patégeno no cultivo pareado e da PIC obtida no Teste.

2.3 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos primeiramente aos testes de Bartlett e Lilliefors para
verificacdo das pressuposicOes da andlise estatistica quanto a homogeneidade e normalidade
das variancias residuais, respectivamente. As caracteristicas de pelo menos uma das
pressuposicoes ndo foi atendida, os dados foram transformados em raiz quadrada de X + 1. Em
seguida, realizou-se analise de variancia e nas medias aplicou-se o teste de comparacao de
médias de Tukey a 5% de probabilidade. Aos contrastes entre patdgenos com e sem o isolado
CN-402, foi aplicado o teste de Scheffé a 5% de probabilidade.
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2.4 Protecdo de sementes de soja contra fungos fitopatogénicos

2.4.1 Obtencao dos indculos bacteriano e fungicos

O indculo bacteriano foi obtido através do cultivo de B. amyloliquefaciens CN-402 em
caldo triptona de soja (TSB) por 72 horas, obtendo concentracéo final de 3,3x10” UFC/mL para
0 tratamento de sementes.

Os indculos fungicos foram obtidos atraves da lavagem de placas de culturas puras dos
respectivos fungos com solugdo salina com Tween (0,05%) previamente esterilizada, e
padronizados para a concentragdo final de 1x10® UFC/mL. Os in6culos foram armazenados em
geladeira até o uso, adaptado de Fernandes (2021) e Vaz (2023).

2.4.2 Tratamento de sementes

O tratamento de sementes consistiu na imersdo das sementes de soja por 1 minuto em
agua esterilizada, por autoclavagem para o tratamento controle, e em solucdo de B.
amyloliquefaciens CN-402 na concentragdo de 3,3x10” UFC/mL na proporcdo de 0,8 mL por
grama de sementes, para os tratamentos de avaliacdo da capacidade antagbnica contra os alvos
definidos.

Os tratamentos consistiram em: (i) controle, com sementes de soja imersas em agua
esterilizada; (ii) sementes tratadas com solucdo do antagonista, na auséncia de fungos
fitopatogénicos; (iii) sementes tratadas apenas com agua, na presenca de fungos fitopatogénicos;
e (iv) sementes de soja tratadas com o antagonista, na presenca dos patdgenos-alvo, conforme
adaptado de Fernandes (2021) e Vaz (2023).

2.4.2.1 Teste de germinacgéo de sementes em caixas gerbox

Em cada caixa gerbox foram adicionados 200 g de areia autoclavada, por trés ciclos de 20
minutos a 121°C e posteriormente seca, apos, adicionou-se 50% do volume calculado de agua
autoclavada para 80% da capacidade de campo, distribuiu-se 20 sementes por caixa tratadas de
acordo com os tratamentos pré-estabelecidos, e em seguida adicionou-se mais 200 g da areia
sobre as sementes e 0s 50% restantes do volume de agua. As caixas foram mantidas em sala de
germinacgdo por 7 dias a 22°C com fotoperiodo de 12 horas até a avaliacdo final, ndo sendo

necessario irrigacdo complementar nesse periodo.
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Para os tratamentos com confrontagéo dos alvos, a inoculagéo foi realizada mediante a
substituicdo de 50% do volume inicial de agua pelo mesmo volume de uma solugdo pura, com
concentracdo conhecida, de cada fungo fitopatogénico, seguindo o procedimento descrito
anteriormente. A solucdo de indculo de cada organismo foi obtida por meio da lavagem de
culturas puras, mantidas em placas de Petri, dos fungos fitopatogénicos Sclerotinia sclerotiorum,
Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Fusarium graminearum, Macrophomina phaseolina,
Rhizoctonia solani, Phomopsis sojae, Corynespora cassiicola e Colletotrichum truncatum,
utilizando agua previamente esterilizada.

A avaliag&o consistiu na contagem de sementes germinadas, plantulas mortas e plantulas
danificadas, estas caracterizadas pela presenca de lesGes visuais tipicas do ataque de cada

fitopatogeno, aos 7 dias apds a semeadura.

2.4.2.2 Teste de germinacgéo de sementes em placas de Petri

Para os testes de germinacdo de sementes em placa de Petri seguiu-se 0 mesmo
procedimento do tratamento de sementes de soja, sendo divididos os tratamentos em sementes
tratadas com &gua ou indculo do antagonista, ambas na presenca dos fungos fitopatogénicos.

Seguindo a metodologia de Vaz (2023), foram distribuidas 4 sementes na parte central da
placa de Petri contendo meio BDA em orificios abertos com o auxilio de ponteiras estéreis para
gue as sementes ficassem acomodadas sem se movimentar. Posteriormente, foram adicionados
em lados opostos das placas a 1 centimetro da borda dois discos de micélio obtidos de culturas
puras de cada organismo. As placas foram mantidas em sala de germinagéo por 7 dias a 22°C
com fotoperiodo de 12 horas até a avaliagdo final.

Os tratamentos 19 e 20 foram planejados para avaliar a capacidade do antagonista de inibir
fungos do género Trichoderma sp.

As sementes foram avaliadas aos 7 dias, ap0s a semeadura, quanto a germinacéo, sendo
consideradas plantulas normais sementes que emitiram raizes e hipocotilos estando estas
estruturas visivelmente desenvolvidas e plantulas atacadas, considerando-se plantulas com lesdes
visuais nas estruturas (radicula, hipocotilo e cotilédones) causadas pelos respectivos fungos

inoculados.
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2.5 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos primeiramente aos testes de Bartlett e Lilliefors para
verificacdo das pressuposicOes da andlise estatistica quanto a homogeneidade e normalidade
das varidncias residuais, respectivamente. As caracteristicas de pelo menos uma das
pressuposicoes ndo foi atendida, os dados foram transformados em raiz quadrada de X + 1. Em
seguida, realizou-se a analise de variancia e das médias, aplicando o teste de comparacédo de
médias de Tukey a 5% de probabilidade. Aos contrastes entre patdgenos com e sem o isolado
CN-402, aplicou-se o teste de Scheffé a 5% de probabilidade.

3 RESULTADOS

3.1 Capacidade antagbnica de B. amyloliquefaciens CN-402 no controle de fungos

fitopatogénicos in vitro

Com excecdo de Rhizoctonia solani, que atingiu crescimento maximo em todos 0s
tratamentos ja aos 3 dias de incubacdo, Bacillus amyloliquefaciens CN-402 apresentou
atividade inibitéria sobre o crescimento micelial aos 7 dias de incubacdo para Sclerotinia
sclerotiorum, Fusarium oxysporum, F. solani, F. graminearum, Macrophomina phaseolina,
Phomopsis sojae e Colletotrichum truncatum (Tabelas 2 e 3).

Essa capacidade antagonista foi evidenciada pela reducdo do crescimento fangico nas
placas com confronto direto com o antagonista, bem como pela formacéo de halos de inibicéo
ao redor das coldnias bacterianas nos tratamentos em que ocorreu a interagcdo entre antagonista

e patdgeno.
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TABELA 2 - Contrastes para diametro médio (DMéd) da coldnia fungica, no teste de confronto
direto entre B. amyloliquefaciens CN-402 e fungos fitopatogénicos nos meios
BDA e TSA, aos 3, 5 e 7 dias de incubacéo

Diferenca de (DMéd) em milimetros entre testemunha e

Contraste '\élflit?j:j; Fitopat6geno vs CN-402

3 dias 5 dias 7 dias
Cl  SsvsCN-402 TSA 00 NS 0,0 Ns 0,0 Ns
Cl  SsvsCN-402 BDA 364 657 705 *
C2  Fovs CN-402 TSA 17,7~ 435 Ns 525 *
C2  Fovs CN-402 BDA 145 * 42,0 Ns 550 *
C3  Fsvs CN-402 TSA 148 36,3 NS 337 *
C3  Fsvs CN-402 BDA 10,6 NS 16,8 Ns 17,2 NS
C4  Fgvs CN-402 TSA 235 * 56,8 * 587 *
C4  Fgvs CN-402 BDA 152 * 533 * 555
C5 Mp vs CN-402 TSA 16,0 * 50,7 * 647 *
C5 Mp vs CN-402 BDA 023 575 * 547 *
C6  Psvs CN-402 TSA 130 * 323 s 495 *
C6  Psvs CN-402 BDA 241 * 56,0 NS 642 *
C7  Ccvs CN-402 TSA 2,1 1S 13,7 s 24,0 NS
C7  Ccvs CN-402 BDA 48 NS 14,2 NS 31,3 Ns
C8  Ctvs CN-402 TSA 259 * 575 618 *
C8  Ctvs CN-402 BDA 56,8 37,7 NS 375 NS
C9  Rsvs CN-402 TSA 00 NS 0,0 Ns 0,0 Ns
C9  Rsvs CN-402 BDA 00 NS 0,0 NS 0,0 Ns
C10  Thvs CN-402 TSA 129 * 448 60,1 *
C10  Thvs CN-402 BDA 555 19,7 hs 0,0 s

Estimativas de contraste seguido por * diferenca significativa a 5% de probabilidade pelo teste de Scheffe. ns: ndo
significativo.

Ss: Sclerotinia sclerotiorum; Fo: Fusarium oxysporum; Fs: Fusarium solani; Fg: Fusarium graminearum; Mp:
Macrophomina phaseolina; Ps: Phomopsis sojae; Cc: Corynespora cassiicola e Ct: Colletotrichum truncatum Rs:
Rhizoctonia solani e Th: Trichoderma harzianum.
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TABELA 3 - Diametro médio (DMéd) da colbnia fungica e Porcentagem de inibi¢cdo do
crescimento micelial (PIC) no teste de confronto direto entre B.
amyloliquefaciens CN-402 e fungos fitopatogénicos nos meios BDA E TSA,
aos 3, 5 e 7 dias de incubacéo

3 dias 5 dias 7 dias
Tratamento Meio de DMéd PIC (%) DMéd PIC (%) DMéd PIC (%)
cultura (mm) (mm) (mm)
S. sclerotiorum BDA 547b 0 845b 0 90,0b 0
S. sclerotiorum TSA 0,0 a 0 0,0 a 0 0,0 a 0
S. sclerotiorum x CN402 BDA 18,3b 66,5 18,8 b 71,7 195b 78,3
S. sclerotiorum x CN402 TSA 0,0 a 100 0,0 a 100 0,0 a 100
F. oxysporum BDA 48,0 a 0 77,3a 0 90,0 a 0
F. oxysporum TSA 482 a 0 76,5a 0 85,7 a 0
F. oxysporum x CN-402 BDA 335a 30,2 353a 54,3 350a 61,1
F. oxysporum x CN-402 TSA 305a 36,7 330a 56,9 335a 60,9
F. solani BDA 413a 0 66,8 a 0 67,7 a 0
F. solani TSA 448 a 0 67,0 a 0 64,5 a 0
F. solani x CN-402 BDA 30,7a 25,8 50,3 b 247 50,5 b 25,4
F. solani x CN-402 TSA 30,0a 33,1 30,7 a 54,2 30,8a 52,2
F. graminearum BDA 440 a 0 845a 0 90,0 a 0
F. graminearum TSA 55,0 b 0 90,0 a 0 90,0 a 0
F. graminearum x CN-402 BDA 28,8 a 34,5 312a 63,1 345a 61,7
F. graminearum x CN-402 TSA 315a 42,7 33,2a 63,1 313a 65,2
M. phaseolina BDA 748b 0 90,9 a 0 90,0 a 0
M. phaseolina TSA 39,3a 0 73,7 a 0 86,5 a 0
M. phaseolina x CN-402 BDA 325b 56,6 325a 63,9 353b 60,7
M. phaseolina x CN-402 TSA 23,3 a 40,7 230a 68,8 218a 74,8
P. sojae BDA 50,3 b 0 82,2b 0 90,0b 0
P. sojae TSA 310a 0 529a 0 675a 0
P. sojae x CN-402 BDA 26,2 b 48,0 26,2 a 68,2 25,8a 71,3
P. sojae x CN-402 TSA 18,0 a 419 19,7 a 62,2 18,0 a 73,3
C. cassiicola BDA 23,8a 0 36,7a 0 54,5 a 0
C. cassiicola TSA 218a 0 350a 0 448 a 0
C. cassiicola x CN-402 BDA 190 a 20,3 225a 38,6 232a 57,5
C. cassiicola x CN-402 TSA 19,7 a 9,9 21,3 a 39,0 20,8 a 53,5
C. truncatum BDA 90,0b 0 90,0a 0 90,0a 0
C. truncatum TSA 478 a 0 79,8 a 0 84,5a 0
C. truncatum x CN-402 BDA 33,2b 63,1 52,3b 419 525b 41,7
C. truncatum x CN-402 TSA 228a 52,3 223a 72,0 22,7a 73,2
R. solani BDA 90,0 a 0 90,0 a 0 90,0 a 0
R. solani TSA 90,0 a 0 90,0 a 0 90,0 a 0
R. solani x CN-402 BDA 90,0 a 0 90,0 a 0 90,0 a 0
R. solani x CN-402 TSA 90,0 a 0 90,0 a 0 90,0 a 0
T.harzianum IBLF1917 BDA 90,0b 0 90,0b 0 90,0 a 0
T.harzianum IBLF1917 TSA 36,7a 0 6752 0 848a 0
T. harzianum x CN-402 BDA 345b 61,7 70,3b 21,9 90,0b 0
T.harzianum x CN-402 TSA 23,8 a 35,0 22,7 a 70,9 24,7 a 70,9

Valores seguidos de mesma letra na coluna nos pares de tratamentos nao diferem estatisticamente entre si quanto
ao meio de cultura a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Trichoderma harzianum ndo apresentou influéncia da bactéria nos tratamentos
avaliados, sendo observada porcentagem de inibicdo do crescimento micelial positiva apenas

no tratamento de confronto direto em meio TSA (Tabela 3).
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TABELA 4 - Andlise de Variancia para Didametro médio (DMéd) da col6nia fangica no teste
de confronto direto entre B. amyloliquefaciens CN-402 e fungos fitopatogénicos
nos meios BDA e TSA, aos 3, 5 e 7 dias de incubacao

Quadrado médio

FV GL DMéd 3 DMéd 5 DMed 7
Fitopatdgeno (P) 19 18,440 ** 24,410 ** 27,422 **
Meio de cultura (M) 1 38,107 ** 46,214 ** 51,454 **
PxM 19 4,586 ** 5919 ** 6,545 **
Erro 80 0,053 0,445 0,310
Total 119
CV (%) 3,63 9,51 7,64

** * Significativo a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.

Fusarium solani teve os menores diametros médios e taxas de germinacdo enquanto
Sclerotinia foi mais afetado pela acdo do antagonista, com 78,3% de inibicdo do crescimento
micelial em meio BDA e 100% em meio TSA. Nesse caso a composi¢do nutricional do meio
interferiu no desenvolvimento do fungo, ndo sendo registrado crescimento da col6nia tanto no
tratamento controle quanto no confronto direto em meio TSA (Tabela 3). Apesar disso, 0
indculo de Sclerotinia estava viavel, devido ter crescido em meio batata dextrose agar, e pela
alteracdo de coloragdo proximo ao disco de micélio no tratamento controle (Figura 3a).

Fusarium oxysporum e Fusarium graminearum tiveram taxas de inibicdo proximas a
60%, ndo havendo diferenca entre os meios de cultura testados, enquanto Colletotrichum
truncatum, Macrophomina phaseolina e Phomopsis sojae obtiveram resultados que variaram
entre 40 e 75% de inibic&o do crescimento micelial.

As maiores diferencas de inibigdo por CN-402 entre os meios testados ocorreram para
Colletotrichum truncatum, Fusarium solani, Sclerotinia sclerotiorum e Macrophomina
phaseolina, com diferencas de inibicdo de 31,5, 26,8, 21,7 e 14,1% respectivamente aos 7 dias

de incubacéo (Tabela 3).
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FIGURA 3 - Ensaio de confronto direto de B. amyloliquefaciens CN-402 contra fungos
fitopatogénicos em meio &gar triptona de soja. A — Sclerotinia sclerotiorum. B
— Fusarium oxysporum. C — Fusarium solani. D — Fusarium graminearum. E -
Macrophomina phaseolina. F — Phomopsis sojae. G — Corynespora cassiicola.
H — Colletotrichum truncatum. | — Rhizoctonia solani. J — Trichoderma
harzianum IBLF1917.
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FIGURA 4 - Ensaio de confronto direto de B. amyloliquefaciens CN-402 contra fungos
fitopatogénicos em meio batata dextrose agar. A — Sclerotinia sclerotiorum. B —
Fusarium oxysporum. C — Fusarium solani. D — Fusarium graminearum. E -
Macrophomina phaseolina. F — Phomopsis sojae. G — Corynespora cassiicola. H
— Colletotrichum truncatum. I — Rhizoctonia solani. J — Trichoderma harzianum
IBLF1917.

3.2 Protecéo de sementes de soja contra fungos fitopatogénicos

3.2.1 Germinagdo de sementes de soja tratadas com Bacillus amyloliquefaciens CN-402

em areia

Os tratamentos controles com B. amyloliquefaciens CN-402 tiveram germinacdo de
95% com 82,5 e 91,2% de plantulas emergidas respectivamente, demostrando que a bactéria

reduziu o nimero de plantulas mortas na auséncia de fitopatdgenos (Tabela 5).
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TABELA 5 - Porcentagem de sementes germinadas, plantulas emergidas, atacadas e mortas de
soja tratadas com Bacillus amyloliquefaciens CN-402, sob ataque de fungos
fitopatogénicos em substrato de areia, aos 7 dias ap6s a semeadura

Sementes Plantulas Plantulas Plantulas
Tratamento germinadas emergidas atacadas (%) mortas (%)
(%) (%)

Soja (controle) 95,0 82,5 0 17,5
Soja + CN-402 (TS)* 95,0 91,2 0 8,8
S. sclerotiorum 91,7 18,2 100,0 81,8
S. sclerotiorum x CN402 (TS) 96,7 82,8 29,3 17,2
F. oxysporum 98,3 84,7 8,5 15,3
F. oxysporum x CN-402 (TS) 100,0 93,3 11,7 6,7
F. solani 100,0 78,3 16,7 21,7
F. solani x CN-402 (TS) 96,7 91,4 8,6 8,6
F. graminearum 100,0 73,3 71,7 26,7
F. graminearum x CN-402 (TS) 98,3 94,9 40,7 51
M. phaseolina 100,0 90,0 73,3 10,0
M. phaseolina x CN-402 (TS) 100,0 91,7 8,3 8,3
P. sojae 100,0 75,0 78,3 25,0
P. sojae x CN-402 (TS) 91,7 92,7 30,9 7.3
C. cassiicola 98,3 88,1 27,1 11,9
C. cassiicola x CN-402 (TS) 100,0 90,0 0 10,0
C. truncatum 98,3 84,7 66,1 15,3
C. truncatum x CN-402 (TS) 93,3 92,9 48,2 7,1
R. solani 98,3 94,9 8,5 51
R. solani x CN-402 (TS) 100,0 86,7 13,5 13,3

*(TS): aplicacdo de B. amyloliquefaciens CN-402 via tratamento de sementes na soja.

Sclerotinia sclerotiorum foi o fungo capaz de causar maiores danos a soja, com 100%
de plantulas atacadas no tratamento sem o antagonista, resultando em mortalidade de 81,8%
das plantulas. O tratamento das sementes com CN-402 reduziu significativamente o ataque para
29,3% e a mortalidade para 17,2% (Tabela 5).

Para Fusarium oxysporum, a maior porcentagem de plantulas atacadas ocorreu no
tratamento com CN-402; entretanto, observou-se uma reducdo de 43,8% na mortalidade de
plantulas em comparacdo ao controle contendo apenas o fungo. Ja para Fusarium solani e
Fusarium graminearum, tanto o nimero de plantulas atacadas quanto o de plantulas mortas foi
inferior nos tratamentos com o Bacillus amyloliquefaciens aplicado as sementes, evidenciando
a reducdo da doenca na fase inicial da cultura.

Para Macrophomina phaseolina e Corynespora cassiicola, apesar da reducéo no nimero
de plantulas atacadas, a porcentagem de plantulas mortas foi semelhante entre o controle e o
tratamento bioldgico. Por outro lado, para Phomopsis sojae e Colletotrichum truncatum, houve
reducdo significativa tanto no numero de plantulas atacadas quanto mortas em decorréncia do

tratamento de sementes com B. amyloliquefaciens CN-402.
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A pressdo de Rhizoctonia solani foi baixa neste ensaio, verificando-se que tanto a
porcentagem de plantulas atacadas quanto a de plantulas mortas foi maior nas sementes tratadas
com 0 antagonista.

Apenas 0 nimero de plantulas emergidas e mortas para Sclerotinia sclerotiorum e o
nimero de plantulas atacadas para Macrophomina phaseolina apresentaram diferenca
significativa entre os tratamentos testados (Tabela 6).

TABELA 6 - Analise de Variancia para porcentagem de sementes germinadas, plantulas
emergidas, atacadas e mortas de soja tratadas, com B. amyloliquefaciens CN-
402, contra o ataque de fungos fitopatogénicos, em areia 7 dias apos a

semeadura
Quadrado médio
FV GL SG PE PA PM
Tratamento (P) 19 0,012 ** 0,805 ** 3,979 ** 1038 **
Erro 40 0,004 0,053 0,233 0,136
Total 59
CV (%) 1,49 5,60 20,27 19,21

** * Significativo a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.

TABELA 7 - Contrastes para nUmero de sementes germinadas, plantulas emergidas, plantulas
atacadas e plantulas mortas de soja tratadas com Bacillus amyloliquefaciens CN-
402, sob ataque de fungos fitopatogénicos em areia, aos 7 dias ap6s a semeadura

Diferenca de nimero de plantulas aos 7 dias apds a semeadura entre

Contraste testemunha e patégeno vs CN-402
SG PE PA PM
Cl1 Sojavs CN-402 (TS) 0,0 ns 1,6 ns 0 ns -1,6 ns
C2 Ss vs CN-402 (TS) 1,0 ns 12,7 * -12,6 ns -11,7 *
C3 Fo vs CN-402 (TS) 0,3 ns 2,0 ns 0,6 ns -1,7 ns
C4 Fs vs CN-402 (TS) 0,7 ns 2,0 ns -1,6 ns -2,6 ns
C5 Fg vs CN-402 (TS) 0,3 ns 4,0 ns -6,3 ns -4,3 ns
C6  Mpvs CN-402 (TS) 0,0 ns 0,3 ns -13,0 * -1,7 ns
C7 Ps vs CN-402 (TS) -1,7 ns 2,0 ns -10,0 ns -0,3 ns
C8 Cc vs CN-402 (TS) 0,3 ns 0,7 ns -5,3 ns -0,3 ns
C9 Ct vs CN-402 (TS) -1,0 ns 0,6 ns -4,0 ns -2,0 ns
C10 Rsvs CN-402 (TS) 0,3 ns -1,4 ns 1,0 ns 1,7 ns

Estimativas de contraste seguido por * difere significativamente a 5% de probabilidade pelo teste de Scheffe. ns:
ndo significativo. Valores negativos indicam um ndmero maior de plantulas na testemunha.

Ss: Sclerotinia sclerotiorum; Fo: Fusarium oxysporum; Fs: Fusarium solani; Fg: Fusarium graminearum; Mp:
Macrophomina phaseolina; Ps: Phomopsis sojae; Cc: Corynespora cassiicola e Ct: Colletotrichum truncatum e
Rs: Rhizoctonia solani
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FIGURA 5 - Ensaio de germinacdo de sementes de soja tratadas com B. amyloliquefaciens CN-
402 contra fungos fitopatogénicos em areia. Imagem a esquerda corresponde ao
tratamento controle, imagem a direita corresponde as sementes tratadas com o
antagonista. A — Tratamento controle. B — Sclerotinia sclerotiorum. C — Fusarium
oxysporum. D — Fusarium solani. E — Fusarium graminearum. F - Macrophomina
phaseolina. G — Phomopsis sojae. H — Corynespora cassiicola. | — Colletotrichum
truncatum. J — Rhizoctonia solani.

3.2.2 Germinacao de sementes de soja com B. amyloliquefaciens CN-402 em placa de Petri

Nos tratamentos com Rhizoctonia solani, Colletotrichum truncatum e Trichoderma
harzianum n&o houve reducéo do crescimento micelial com 100% de plantulas atacadas mesmo
na presenca de CN-402. Nos demais tratamentos foram registradas taxas de inibi¢éo variando
de 10 a 19,3% provocada pelo antagonista, com diferencas apenas para diametro médio da
coldnia fangica para os fungos Fusarium solani e Phomopsis sojae na presenca do antagonista
(Tabelas 8 e 9).
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TABELA 8 - Contrastes para diametro médio (DMéd) da col6nia de fungos fitopatogénicos,
numero de plantulas de soja normais (PN) e atacadas (PA) tratadas com Bacillus
amyloliquefaciens CN-402 em teste de confronto direto em placa de Petri aos 7
dias ap0ds a semeadura

Diferenca de DMéd Numero de plantulas

Contraste

(mm) PN PA
C1l Ss vs CN-402 (TS) 6,5 ns -4,0 ns -3,7 ns
C2 Fo vs CN-402 (TS) 50 ns -1,7 ns -4,0 ns
C3 Fs vs CN-402 (TS) 11,0 * -1,3 ns 0,0 ns
C4 Fg vs CN-402 (TS) 45 ns -2,6 ns -2,6 ns
C5 Mp vs CN-402 (TS) 55 ns -4,0 ns -4,0 ns
C6 Ps vs CN-402 (TS) 87 * -1,3 ns 27 ns
Cc7 Cc vs CN-402 (TS) 57 ns 0,0 ns -3,7 ns
C8 Ct vs CN-402 (TS) 0,0 ns 0,0 ns 0,0 ns
C9 Rs vs CN-402 (TS) 0,0 ns -1,3 ns -0,7 ns
C10 Th vs CN-402 (TS) 0,0 ns -2,7 ns -1,4 ns

Estimativas de contraste seguido por * difere significativamente a 5% de probabilidade pelo teste de Scheffe. ns:
ndo significativo. Valores negativos indicam um ndmero maior de plantulas na testemunha.

Ss: Sclerotinia sclerotiorum; Fo: Fusarium oxysporum; Fs: Fusarium solani; Fg: Fusarium graminearum; Mp:
Macrophomina phaseolina; Ps: Phomopsis sojae; Cc: Corynespora cassiicola e Ct: Colletotrichum truncatum;
Rs: Rhizoctonia solani e Th: Trichoderma harzianum.

TABELA 9 - Diametro médio da col6nia (DMéd) e porcentagem de inibicdo do crescimento
micelial (PIC) de fungos fitopatogénicos, bem como a porcentagem de plantulas
de soja normais e infectadas, tratadas com Bacillus amyloliquefaciens CN-402,
em teste de confronto direto em placa de Petri, aos 7 dias ap6s a semeadura

DMéd (mm) PIC (%) Plantulas Plantulas
Tratamento normais (%) atacadas (%)
S. sclerotiorum 442 0 0 91,7
S. sclerotiorum x CN402 (TS)* 37,7 147 100,0 0
F. oxysporum 45,0 0 58,3 100,0
F. oxysporum x CN-402 (TS) 40,0 11,1 100,0 0
F. solani 45,0 0 100,0 0
F. solani x CN-402 (TS) 34,0 24,4 66,7 0
F. graminearum 45,0 0 16,7 83,3
F. graminearum x CN-402 (TS) 40,5 10,0 83,3 16,7
M. phaseolina 45,0 0 0 100,0
M. phaseolina x CN-402 (TS) 39,5 12,2 100,0 0
P. sojae 45,0 0 66,7 66,7
P. sojae x CN-402 (TS) 36,3 19,3 100,0 0
C. cassiicola 34,0 0 100,0 91,7
C. cassiicola x CN-402 (TS) 28,3 16,7 100,0 0
C. truncatum 45,0 0 0 100,0
C. truncatum x CN-402 (TS) 45,0 0 0 100,0
R. solani 45,0 0 100 66,7
R. solani x CN-402 (TS) 45,0 0 66,7 50,0
T.harzianum IBLF1917 450 0 33,3 66,7
T.harzianum x CN-402 (TS) 45,0 0 100,0 33,3

*(TS): aplicacdo de B. amyloliquefaciens CN-402 via tratamento de sementes na soja.
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Nos tratamentos controle de Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium oxysporum,
Macrophomina phaseolina e Corynespora cassiicola o nimero de plantulas atacadas oscilou
entre 83 e 100%, havendo supressdo total do ataque dos patdgenos, na presenca do Bacillus,
apesar de ndo haver diferenca entre os tratamentos. O tratamento biologico das sementes de
soja ocasionou aumento 67% de plantulas normais na presenga de Fusarium graminaerum. A
associacao de Bacillus amyloliquefaciens CN-402 e Trichoderma também aumentou o nimero
de plantulas normais, apesar de nao haver diferenca entre os tratamentos para plantulas normais

e atacadas.

TABELA 10 - A andlise de variancia (ANOVA) foi realizada para avaliar os efeitos do
tratamento com Bacillus amyloliquefaciens CN-402 sobre o didametro médio
da coldnia fangica (DMéd), a porcentagem de plantulas de soja normais (PN)
e a porcentagem de plantulas atacadas (PA), em teste de confronto direto em
placa de Petri, aos 7 dias ap0s a semeadura

Quadrado médio

FV GL Dméd PN PA
Tratamento (P) 19 0,482 ** 0,759 ** 0,845 =**
Erro 40 0,014 0,120 0,082
Total 59
CV (%) 1,85 19,20 17,72

** * Significativo a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.
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FIGURA 6 - Ensaio de germinacdo de sementes de soja tratadas com B. amyloliquefaciens CN-
402 contra fungos fitopatogénicos em placa de Petri. Imagem a esquerda
corresponde ao tratamento controle, imagem a direita corresponde as sementes
tratadas com o antagonista. Imagem da frente e verso das placas. A — Sclerotinia
sclerotiorum. B — Fusarium oxysporum. C — Fusarium solani. D — Fusarium
graminearum. E - Macrophomina phaseolina. F — Phomopsis sojae. G —
Corynespora cassiicola. H — Colletotrichum truncatum. I — Rhizoctonia solani. J
— Trichoderma harzianum IBLF1917.
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4 DISCUSSAO

A atividade antifungica de Bacillus pode ligar-se a producdo de metabolitos secundarios
como surfactinas, fengicinas e iturinas, entre outros, além de outras caracteristicas como a
capacidade competitiva no ambiente através da colonizacdo da rizosfera e solubilizacdo de
nutrientes (Petkova, 2025).

Isolados bacterianos estudados por Petkova (2025), demonstraram baixa atividade de
lipopeptideos, entretanto foram eficientes antagonistas para Fusarium graminearum,
produzindo enzimas como amilase e protease, além da producdo de auxinas e capacidade de
solubilizacdo de nutrientes, conjunto de mecanismos de acdo semelhantes aos encontrados no
presente estudo, sendo Bacillus amyloliquefaciens CN-402 eficiente na reducédo do crescimento
micelial dos fungos Fusarium solani, F. oxysporum e F. graminearum. Autores como Jan
(2023) e Khan (2018), encontraram também atividade de outras enzimas como celulases,
quitinases e glucanases na acao de Bacillus contra Fusarium.

Fujimoto (2017), ao avaliar a atividade antagbnica de diferentes espécies de Bacillus
sobre Phyllosticta citricarpa, observou varia¢es na producdo de metabolitos pelo antagonista
em distintos meios de cultura, bem como na porcentagem de inibig&o do crescimento micelial
do fungo, alcancando cerca de 73% de inibicdo no meio agar triptona de soja. Segundo o autor,
a triptona desempenhou papel importante na producéo de compostos antagénicos por Bacillus,
refletindo diretamente em seu efeito inibitdrio sobre o patégeno. Esse resultado € semelhante
ao observado no presente estudo, no qual também foram verificadas diferencas significativas
na inibigdo entre os meios testados para os fungos Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium solani,
Macrophomina phaseolina, Colletotrichum truncatum e Trichoderma harzianum.

Além da producdo de enzimas extracelulares, bactérias podem sintetizar outros
compostos com acao contra fitopatdgenos, como antibiéticos e lipopeptideos, os quais podem
afetar ndo apenas o desenvolvimento micelial, mas também processos de infec¢do, como a
germinacdo de esporos (Santos, 2021). Estudos conduzidos por Xue (2023) e Santos (2021)
demonstraram reduc&o tanto na germinacédo de esclerddios de Sclerotinia sclerotiorum quanto
no crescimento micelial do fungo na presenca de diferentes isolados de bactérias do género
Bacillus. De forma semelhante, Ayaz (2024) observou valores de inibi¢do superiores a 70%
decorrentes da acdo de compostos difusiveis produzidos por Bacillus subtilis, além de

aproximadamente 70% de inibic&o atribuida a compostos orgénicos volateis em cultivo pareado
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em placa bipartida. Em contraste, o isolado CN-402 nédo apresentou atividade relacionada a
producdo de compostos organicos volateis neste estudo.

Uma caracteristica importante de Macrophomina phaseolina é a producdo de grande
quantidade de enzimas hidroliticas capazes de degradar celulose, lignina, e outros componentes
estruturais da parede celular do hospedeiro permitindo que o fungo infecte facilmente a planta.
Esse fitopatdgeno produz também varios compostos secundarios com efeito fitotoxicos,
capazes de enfraquecer o sistema de defesa da planta (Marquez, 2021). Bacillus
amyloliquefaciens CN-402 reduziu em 74,8% em confronto direto no meio agar triptona de soja
e 60,7% em meio batata dextrose agar o crescimento micelial do fungo mostrando potencial na
reducéo da incidéncia da doenga.

Rangel-Montoya (2022), avaliando o efeito de controle de M. phaseolina por isolados
de Bacillus amyloliquefaciens em feijao-caupi, encontrou valores de inibicdo entre 63 e 67%
nos ensaios de confronto direto em placa de Petri, similares aos encontrados neste estudo, que
variaram de 60 até 75%. J& Paramasivan (2025), encontrou porcentagens menores de inibicdo
entre 40 e 47%, classificando os isolados bacterianos como eficientes na reducdo do
crescimento do fungo.

Phomopsis sojae, Corynespora cassiicola e Colletotrichum truncatum possuem alta
capacidade de persisténcia no ambiente, sobrevivendo em restos vegetais, sendo disseminados
por sementes contaminadas (Boufleur, 2021; Rondon, 2021; Vidic, 2011, Zhang, 2023.). Ayaz
(2024), observou taxas de inibicdo de Phomopsis sojae de cerca de 70% por acdo de Bacillus
nos testes de confronto direto em placa de Petri e cultivo pareado em placa bipartida, mostrando
a producdo pelo isolado tanto de metabolitos difusiveis ou volateis, eficientes na supressdo do
fungo, similares aos resultados de 71,3 e 73,3% encontrados nesse estudo para os testes de
confronto direto.

Para Corynespora cassiicola os valores encontrados foram menores, entre 53 até 57%
de inibicdo, em meio BDA e TSA, respectivamente sem diferenca entre os tratamentos e
controle. Pujade-Renaud (2019), observando a capacidade de microrganismos endofiticos
isolados de seringueira, obteve resultados que variaram de 15 a 35% de inibig¢&o do crescimento
micelial principalmente pelo efeito micoparasita de Trichoderma, além da producdo de
compostos com efeitos antagbnicos sobre o patdgeno, mostrados nos testes.

Para Colletotrichum truncatum a reducéo foi de 41,7 e 73,2%, em meio BDA e TSA,
respectivamente com diferenca apenas para 0 meio TSA. Dos Santos (2024), avaliando o efeito
antagonico de Bacillus velezensis obteve 33% de inibicdo do crescimento micelial de C.

truncatum e 37% para C. cassiicola, devido a capacidade antagdnica evidenciada pelo grande
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halo de inibicdo formado ao redor da colOnia bacteriana, limitando o crescimento dos fungos.
Sherin (2025), obteve cerca de 48% de inibi¢do do fungo, em ensaios de confronto direto, com
um isolado bacteriano endofitico, posteriormente identificado como Bacillus subtilis,
conseguindo reduzir a incidéncia da doenca em plantas de pimenta tratadas com o antagonista
em ensaios in vivo.

Xue (2023), encontrou valores de inibicdo proximos a 60% para Rhizoctonia solani em
confronto direto com Bacillus velezensis. Ja Gabardo (2020), avaliando a capacidade
antagbnica de Bacillus subtilis observou reducdo de apenas 4% no crescimento micelial do
fungo, o que corrobora com os resultados encontrados nesse estudo, mostrando que alguns
isolados de Bacillus podem ndo possuir mecanismos eficientes de controle para esse
fitopatdgeno.

Ainda segundo o autor, microrganismos como Trichoderma possuem maior acao sobre
o fitopatdgeno, devido a producao de antibidticos e enzimas que degradam a parede celular do
fungo, causando lise celular e danos ao DNA, o que leva a formacao excessiva de espécies
reativas de oxigénio e danos estruturais, além de outros processos fisioldgicos que impedem o
crescimento.

Na auséncia de patogenos, Bacillus amyloliquefaciens CN-402 reduziu a mortalidade,
aumentando a porcentagem de plantulas emergidas, o que pode ser explicado pelo efeito de
promocao de crescimento do isolado. Aradjo (1995), mostrou que a inoculagdo de Bacillus em
sementes de soja, além de reduzir a incidéncia de doencas, melhorou a nodulacdo por
Bradyrhizobium e desenvolvimento das plantas, devido a acdo das auxinas, que estimulam a
formagdo de pilosidade radicular nas zonas de crescimento das raizes.

A capacidade de produzir multiplas enzimas, como celulases, quitinases, proteases,
entre outras, pode contribuir para uma maior atividade antifingica do isolado. Além disso, ao
colonizar a rizosfera entrando em contato com o patdgeno, o antagonista compete por espago e
nutrientes vitais para a infeccdo do hospedeiro, podendo também parasitar o fungo,
decompondo suas estruturas para obtencéo de nutrientes (Fernandes, 2021). Ao estudar o efeito
de Paraburkholderia e Bacillus aplicados no tratamento de sementes de soja, a autora observou
reducdo na incidéncia do ataque de Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium semitectum, Fusarium
piperis, Corynespora cassiicola e Phomopsis sojae, semelhantes aos resultados encontrados
neste estudo.

Vaz (2023), em teste de germinacao de sementes de soja tratadas com diferentes isolados
de Bacillus, em placa de Petri, observou a inibicdo do ataque de Sclerotinia sclerotiorum,

reduzindo a incidéncia da doenca, devido a formacéo de halo de inibi¢cdo ao redor da coldnia
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bacteriana que formou filme sobre a semente. Tais resultados foram observados neste estudo
tanto no ensaio de germinacao de sementes tratadas com CN-402 quanto em placa de Petri, com
100% de plantulas normais na presenca do patdgeno, quanto no ensaio de germinacao em areia,
em que diferenca entre o tratamento com o antagonista e a testemunha foi de 64,3% de plantulas
mortas, mostrando a capacidade protetora do antagonista e seu potencial como biofungicida
para tratamento de sementes.

Fernandes (2021), ressalta que Rhizoctonia solani é um fungo fitopatogénico facultativo
muito agressivo, que através da producdo de enzimas liticas degrada a parede celular vegetal,

infectando e matando a planta rapidamente.

5 CONCLUSAO

Bacillus amyloliquefaciens CN-402 foi capaz de inibir o crescimento micelial de
Rhizoctonia solani e Corynespora cassiicola.

Bacillus amyloliquefaciens CN-402 ndo foi capaz de inibir o crescimento micelial de
todos os fungos fitopatogénicos testados em placa de Petri.

Nos ensaios de germinagdo, o tratamento das sementes de soja com Bacillus
amyloliquefaciens CN-402 promoveu reducdo na ocorréncia de plantulas atacadas e mortas para

Sclerotinia sclerotiorum, mostrando seu potencial promissor, como biofungicida de solo.
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CAPITULO 11l

CONTROLE DE SCLEROTINIA SCLEROTIORUM POR Bacillus amyloliquefaciens
CN-402

RESUMO

A produtividade da cultura da soja pode ser influenciada pela ocorréncia de doengas. Dentre
estas, destaca-se Sclerotinia sclerotiorum, com alto potencial de danos, por ser de dificil
controle pelos métodos convencionais, como o uso de fungicidas quimicos. Parte da dificuldade
de controle desse fungo ocorre pela producdo de estruturas de resisténcia chamadas esclerddios,
capazes de persistir no solo por longos periodos a espera de condigdes favoraveis para seu
desenvolvimento. Uma alternativa de controle consiste no uso de defensivos biol6gicos, dentre
eles, bactérias do género Bacillus. Os microrganismos benéficos controlam fungos
fitopatogénicos por maultiplos mecanismos de acdo, como antagonismo, competicédo,
parasitismo, inducdo de resisténcia e promocdo de crescimento de plantas. Diante da
importancia da sojicultura no cenario econémico brasileiro e dos impactos da doenca nas areas
de producdo do gréo, objetivou-se com esse trabalho avaliar o controle de Sclerotinia
sclerotiorum por Bacillus amyloliquefaciens CN-402 in vitro. Foram avaliados os mecanismos
de acdo do microrganismo em laboratorio, através de testes de cultivo pareado em placa
bipartida para deteccdo da producdo de compostos organicos volateis, producdo de enzimas
oxidases como a oxalato-oxidase e capacidade de controle de esclerodios. Bacillus
amyloliquefaciens CN-402 tem capacidade antagonica sobre Sclerotinia sclerotiorum através
da producéo de oxalato-oxidase, que inibiu o desenvolvimento do fungo nos testes em placa de
Petri. Bacillus amyloliquefaciens CN-402 ndo produziu compostos organicos volateis. Bacillus
amyloliquefaciens CN-402 demonstrou eficiéncia de controle, inibindo a germinagdo de
esclerodios em cerca de 30% em condi¢es in vitro.

Palavras-chave: Compostos organicos volateis. Controle bioldgico. Doencas de plantas.
Mofo-branco.
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ABSTRACT

Soybean crop productivity can be influenced by the occurrence of diseases. Among these,
Sclerotinia sclerotiorum stands out, with a high potential for damage due to its difficulty in
controlling using conventional methods, such as chemical fungicides. Part of the difficulty in
controlling this fungus is due to the production of resistant structures called sclerotia, capable
of persisting in the soil for long periods of time, waiting for favorable conditions for their
development. An alternative control method consists of using biological pesticides, including
bacteria of the genus Bacillus. These beneficial microorganisms control phytopathogenic fungi
through multiple mechanisms of action, such as antagonism, competition, parasitism, induction
of resistance, and promotion of plant growth. Given the importance of soybean farming to the
Brazilian economic scenario and the impacts of the disease on grain production areas, this work
aimed to evaluate the control of Sclerotinia sclerotiorum by Bacillus amyloliquefaciens CN-
402 in vitro. The mechanisms of action of the microorganism were evaluated in the laboratory
through paired culture tests in split plates to detect the production of volatile organic
compounds, the production of oxidase enzymes such as oxalate oxidase, and the ability to
control sclerotia. Bacillus amyloliquefaciens CN-402 has antagonistic capacity against
Sclerotinia sclerotiorum through the production of oxalate oxidase, which inhibited the
development of the fungus in Petri dish tests. Bacillus amyloliquefaciens CN-402 did not
produce volatile organic compounds. Bacillus amyloliquefaciens CN-402 demonstrated control
efficiency, inhibiting sclerotia germination by approximately 30% under in vitro conditions.

Keywords: Volatile organic compounds. Biological control. Plant diseases. White mold.
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1 INTRODUCAO

Mofo-branco (Sclerotinia sclerotiorum) é amplamente estudado devido sua importancia
econdmica, causando grandes danos nas areas em que ocorre. Este fungo tem capacidade de
sobrevivéncia no solo, produzindo estruturas de resisténcia chamadas esclerodios, que podem
persistir no solo por varios anos, aguardando condicGes ideiais para germinar e infectar novo
hospedeiro (Rissato, 2017).

As perdas de produtividade na cultura da soja podem chegar a 70%, estando a doenca
presente em cerca de 28% das areas cultivadas brasileiras (Meyer, et. al. 2020). As estratégias de
manejo da doenca devem focar em prevencéo, impedindo que o fungo entre na area por meio de
maquinario ou sementes contaminadas, e reducdo do indculo presente na area, uma vez que apos
a infeccdo a doenca é de dificil controle, levando a planta a morte antes de completar o ciclo
produtivo (Meyer, et. al. 2015).

Sclerotinia produz esclerédios como estruturas de resisténcia, permitindo sua
sobrevivéncia por longos periodos, em condi¢cGes ambientais desfavoraveis. Esses esclerddios séo
responsaveis pela disseminacdo da doenca quando encontram condi¢cBes adequadas para
germinagéo (Ayaz, 2024).

E importante ressaltar que o uso de fungicidas quimicos constitui uma alternativa de
elevado custo para o controle do mofo-branco (Schmmoler, 2021), especialmente devido as
limitacBes relacionadas a época de aplicacdo e a eficacia dos principios ativos. Além disso, 0
impacto ambiental decorrente de sua utilizacdo torna essa pratica pouco sustentavel, sobretudo
pelos efeitos negativos sobre a biodiversidade microbioldgica do solo (EI-Baky, 2021).

Nesse contexto, 0s compostos organicos volateis (COVs), produzidos por bactérias do
género Bacillus, tém se destacado como uma estratégia bioldgica promissora no controle de
fungos fitopatogénicos, tanto em condi¢Ges de campo quanto no pés-colheita. Por se difundirem
facilmente no ambiente, esses compostos podem atuar sobre o desenvolvimento dos patdgenos
mesmo sem contato direto com a bactéria produtora.

Essas bactérias sdo capazes de sintetizar uma ampla variedade de substancias pertencentes
a diferentes grupos quimicos com atividade antifingica, como cetonas, alcoois, acidos graxos e
compostos aromaticos, entre outros (Wang et al., 2022). Tais moléculas podem inibir ou interferir
na germinacdo de esporos, no crescimento micelial e na esporula¢do (Zhang, 2020), além de
provocar alteragdes morfologicas nas estruturas fangicas, como hifas retorcidas, enrugadas e

vesiculadas, levando ao colapso do protoplasma (Wang, 2025). Ademais, podem atuar em nivel
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celular, interferindo em organelas, como a reducdo do numero de mitocondrias e alterando ou
inibindo rotas metabdlicas essenciais, como as vias de carboidratos (Zuo, 2025). Também podem
induzir mecanismos de defesa no hospedeiro, por meio da resisténcia sistémica induzida (ISR),
contribuindo para a protecdo contra o ataque de patdgenos (Rana, 2024).

COV’s produzidos por Bacillus possuem forte atividade antifungica, amplo espectro e
capacidade de induzir defesas nas plantas, se apresentando como ferramentas promissoras para
biocontrole de fungos fitopatogénicos. O avanco para aplicacfes comerciais depende de melhor
entendimento dos mecanismos de acdo e evolucdo de formulagGes comerciais e tecnologia de
aplicag&o de produtos bioldgicos.

Além de metabolitos volateis, outras substancias produzidas por microrganismos podem
interferir no desenvolvimento de fitopatdgenos. Enzimas hidroliticas como celulases, amilases,
proteases e lipases produzidas por Bacillus tem a capacidade de degradar componentes da parede
celular de oomicetos interferindo no seu desenvolvimento e estabelecimento (Ajuna, 2023).

Um importante mecanismo de infeccdo de Sclerotinia sclerotiorum é a acidificagdo do
ambiente ao seu entorno, através da producdo de acido oxalico, substancia que favorece a acdo
de enzimas responsaveis pela degradacdo da parede celular e infeccdo do hospedeiro. Essa
substancia atua também, na regulacdo osmética das células sentinelas, mantendo os estdmatos
abertos, o que facilita a penetracédo das hifas do fungo nos tecidos da planta (Farzand et al., 2020).

Uma fonte de resisténcia de soja estudada é a transformacdo genética (Cunha, 2010),
adicionando genes do fungo Flammulina velutipes que conferem a planta capacidade de produzir
enzimas como as oxalato oxidases e descarboxilases que degradam o &cido oxalico produzido
pelo patdégeno. Outra alternativa é a utilizacdo de agentes de controle biol6gico (microrganismos)
capazes de produzir essas enzimas na presenca do patdgeno, impedindo ou reduzindo
significativamente a infec¢do das plantas atacadas.

Com isto, objetivou-se com este trabalho avaliar o controle de Sclerotinia sclerotiorum

por Bacillus amyloliquefaciens CN-402 in vitro.

2 MATERIAL E METODOS

Como antagonista foi utilizado Bacillus amyloliquefaciens CN-402, de propriedade

intelectual da Nooa Ciéncia e Tecnologia ®, cedido pela UniRV para este projeto.
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2.1 Testes de deteccdo de compostos organicos volateis (COV’s)

O ensaio foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com 5 repeticGes por
tratamento, em placas bipartidas, de acordo com Silva et al., (2022). Em um dos lados da placa
foi adicionado meio agar nutriente (NA) e Agar Triptona de Soja (TSA) para Bacillus em
tratamentos distintos, e no outro lado BDA para os fungos (Fujimoto, 2017). A bactéria foi
inoculada na metade contendo meio agar nutriente (NA) ou Agar Triptona de Soja (TSA), com
auxilio de alca drigalski estéril. Discos de 9 milimetros contendo culturas puras do fungo foram
adicionados no lado contendo meio BDA, vedando-se as placas com pléastico filme para
avaliacdo da producgéo de COV’s (Fernando, 2005).

Foi utilizado esclerédios nos testes a fim de avaliar a interferéncia dos COV’s na
germinacdo miceliogénica (Vaz, 2023). As placas foram incubadas em BOD a 22°C com
fotoperiodo de 12 horas até o crescimento das col6nias fangicas do tratamento controle
atingirem as bordas das placas.

As placas foram incubadas por 7 dias a 22°C, sendo avaliado o crescimento das col6nias
fangicas nos tratamentos usando-se a metodologia da PIC descrita anteriormente, a fim de
avaliar a inibicdo no crescimento do fungo pela producdo de compostos organicos volateis aos
1, 3,5 e 7 dias de incubacéo.

2.1.1 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de variabilidade.

2.2 Testes de identificacdo da producédo de oxalato-oxidase por Bacillus amyloliquefaciens
CN-402

2.2.1 Teste de identificacéo da producao de oxalato-oxidase por B. amyloliquefaciens CN-

402 contra esclerddios de S. sclerotiorum

O ensaio foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com 5 repeti¢fes de
cada tratamento segundo metodologia descrita por Vaz (2023) e Santos (2021).
Em uma placa contendo meio BDA foi espalhado o in6culo do antagonista com auxilio

de alca drigalski esterilizada. Em seguida, foram colocados sobre o meio, 2 esclerédios
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previamente desinfestados nas extremidades a 1,5 centimetros da borda da placa. O segundo
tratamento constituiu-se da imersao dos esclerddios previamente desinfestados em solugdo do
antagonista por 1 minuto. Os esclerddios foram entdo colocados no meio de cultura para
crescimento. As placas foram incubadas por 7 dias a 22°C.

Posteriormente os esclerédios foram retirados das placas, lavados 3 vezes em solugéo
de hipoclorito a 1,5% e enxaguados em &gua destilada para remocéo do inéculo bacteriano da
sua superficie, e colocados em placa de BDA contendo 50 mg.L™ de azul de bromofenol, para
avaliar interferéncia na producdo de &cido oxalico pelos esclerddios. A avaliacdo foi visual
observando a mudanca de cor do meio de azul para amarelo onde o fungo for capaz de produzir
acido oxalico apods 15 dias de incubacdo.

2.2.2 Teste de identificacdo da producdo de oxalato-oxidase por B. amyloliquefaciens CN-

402 contra micélio de S. sclerotiorum

O ensaio foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com 5 repeti¢cfes de
cada tratamento segundo metodologia descrita por Vaz (2023) e Santos (2021). O teste consistiu
em tratamento controle apenas com micélio e espalhando-se a bactéria sobre toda a superficie
da placa, posteriormente colocando-se dois discos de micélio de Sclerotinia em lados opostos
a cerca de um centimetro da borda da placa.

2.2.3 Avaliacdo da germinacao carpogénica de Sclerotinia sclerotiorum

O ensaio foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com 4 repeti¢coes de
cada tratamento. Foram usadas camaras gerbox contendo areia autoclavada (120°C por duas
horas) e umedecida previamente até 80% da capacidade de campo com agua esterilizada, para
avaliacdo da germinacdo carpogénica (producdo de apotécios) dos esclerédios de Sclerotinia
sclerotiorum.

Dezesseis esclerodios previamente desinfestados em solucdo de hipoclorito a 1,5%
(imersédo de 3 a 5 minutos) e enxaguados por duas vezes em agua destilada esterilizada foram
colocados sobre a areia no interior do recipiente, sendo aplicado sobre eles com auxilio de um
borrifador manual de névoa fina, um volume de 0,121 mL da solucdo bacteriana contendo o
antagonista, a fim de simular uma pulverizagdo a campo.

Para o tratamento controle (Tabela 4.) foi aplicado o0 mesmo volume de agua destilada

esterilizada. Foram executados dois tratamentos adicionais a fim de comparagdo com um
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tratamento biol6gico comercial padrdo (Trichoderma harzianum IBLF1917) e um tratamento
de Bacillus CN-402 aplicado por imerséo dos esclerddios em solugdo, para observar a maxima
eficiéncia do antagonista.

As caixas foram incubadas em BOD a 20°C por 15 a 30 dias. Os tratamentos foram

avaliados quanto a germinacao miceliogénica e carpogénica dos esclerddios (Bontempo, 2016).

2.3 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de
tukey a 5% de variabilidade. O contraste dos tratamentos do fatorial com o tratamento adicional

foi verificado a partir do teste de dunnett a 5% de probabilidade.

3 RESULTADOS

3.1 Producao de compostos organicos volateis (COV’s)

Apesar das diferencas observadas entre os tratamentos com o antagonista e o controle,
o teste de inibig¢do por COV’s em placa bipartida indicou baixa inibi¢do da germinacdo
miceliogénica de esclerddios e do crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum. No entanto,
verificou-se reducdo do crescimento micelial nos tratamentos de confrontacdo indireta com o
antagonista, uma vez que o fitopatégeno nao se desenvolveu no compartimento inoculado com
o isolado CN-402. Em contrapartida, nos tratamentos controle, o fungo apresentou crescimento
em 100% da placa (Tabela 11).
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TABELA 11 - Valores médios para diametro médio (DM) e porcentagem de inibicdo do
crescimento micelial (PIC), de Sclerotinia sclerotiorum em confrontacdo em
placa com Bacillus amyloliquefaciens CN-402, nos testes de producdo de
compostos organicos volateis, nos meios Agar de triptona de soja (TSA) e
Agar nutriente (NA)

Meio de 1DIA 3 DIAS 5 DIAS 7 DIAS
Tratamento cultura "pm PIC DM PIC DM PIC DM PIC
S. sclerotiorum NA 28,7 0,0 60 0 80 0 80 0
S. sclerotiorum TSA 302 00 60 0 80 0 80 0
S.s vs CN-402 NA 264 67 595 04 594 148 594 148
S.s vs CN-402 TSA 215 240 60 04 594 148 60 13,9

Esclerddio vs CN-402 NA 0 100,0 21 64,9 533 23,5 60 13,9
Esclerodio vs CN-402 TSA 0 1000 20,3 66,0 60 13,9 60 13,9

TABELA 12 - Andlise de Variancia para diametro médio (DM), aos 7 dias de incubacéo, de
Sclerotinia sclerotiorum, em placa com Bacillus amyloliquefaciens CN-402,
nos testes de produgdo de compostos organicos volateis

Quadrado médio

FV GL DM
Meio de cultura (MC) 1 0,30 *
Tratamento (T) 2 1353,63 **
MCxT 2 0,030 *
Erro 24 0,11
CV (%) 0,50

** * Significativo a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.

TABELA 13 - Andlise de Variancia para diametro médio (DM), aos 7 dias de incubacéo, de
Sclerotinia sclerotiorum, em placa com Bacillus amyloliquefaciens CN-402,
nos testes de producdo de compostos organicos volateis, nos meios Agar de
triptona de soja (TSA), Agar nutriente (NA) e Batata dextrose Agar (BDA)

Somente Fungo  Micélio x CN-402  Esclerddio x CN-402

Meio de cultura Didmetro médio (DM) Média
NA 80,00 bC 59,40 aA 60,00 aB 66,47
TSA 80,00 bB 60,00 aA 60,00 aA 66,47
Média 80,00 60,00 59,70

Médias seguidas por mesma letra maidscula entre meios de cultura e minGscula entre tratamentos, ndo diferem
significativamente entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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FIGURA 7 - Teste de deteccdo de producdo de compostos organicos volateis (COV’s) por B.
amyloliquefaciens CN-402. A — T1: Controle versus meio de cultura &agar
nutriente (NA). B — Controle versus meio de cultura agar triptona de soja (TSA).
C — Micelio de S. sclerotiorum versus antagonista em meio de cultura agar
nutriente (NA). D — Micélio de S. sclerotiorum versus antagonista em meio de
cultura 4gar triptona de soja (TSA). E - Esclerddio de S. sclerotiorum versus
antagonista em meio de cultura agar nutriente (NA). F — Esclerddio de S.
sclerotiorum versus antagonista em meio de cultura &gar triptona de soja (TSA).

3.2 Producao de oxalato-oxidase para esclerddios de S. sclerotiorum

Nos tratamentos 1 e 2, ndo houve alteracdo de coloragdo no meio de cultura, indicando
auséncia de producdo de acido oxalico pelos esclerddios apds o tratamento com o isolado CN-
402. Em contrapartida, no tratamento controle (T3), observou-se mudanca de coloragdo do
meio, de azul para amarelo, evidenciando a producdo de acido oxalico em condi¢des normais.
Esse composto desempenha papel importante no inicio da colonizacdo dos tecidos do

hospedeiro (Figura 8).
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FIGURA 8 - Ensaio de deteccdo de producédo de oxalato-oxidase por B. amyloliquefaciens CN-
402. A — T1: Antagonista sobre o meio de cultura versus esclerodios de S.
sclerotiorum. B — T2: Esclerddios de S. sclerotiorum imersos em solucdo do
antagonista. C — Tratamento controle com esclerddios S. sclerotiorum imersos em
agua.

3.3 Producao de oxalato-oxidase para micélio de S. sclerotiorum

No tratamentosl ndo houve alteracdo de coloragdo no meio de cultura, mostrando que
ndo houve producdo de acido oxalico pelo micélio de S. sclerotiorum, apés o tratamento com
CN-402. Ja no tratamento 2, em que houve o confronto direto entre patdgeno e antagonista, a
producdo de acido oxalico ficou limitada a zona de crescimento do fungo evidenciado pela
alteracéo de coloragcdo do meio no centro da placa, 0 que ocorreu em toda a placa da testemunha
(T3), conforme mostrado na figura 09.C, evidenciando alteracdo do pH do meio de cultivo
(Figura 9).

FIGURA 9 - Ensaio de detecgéo de producdo de oxalato-oxidase por B. amyloliquefaciens CN-
402. A — T1: Antagonista sobre o meio de cultura versus micélio de S.
sclerotiorum. B — T2: Antagonista versus S. sclerotiorum em confronto direto. C
— Tratamento controle com micélio S. sclerotiorum.
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3.4 Controle de esclerddios por Bacillus amyloliquefaciens CN-402

Aos 28 dias, a porcentagem de germinacdo miceliogénica dos esclerédios nos

tratamentos com aplicacdo do antagonista via pulverizacdo e imersao foi de 38,8% e 43%,

respectivamente, valores inferiores a testemunha (67,5%). Aos 42 dias, a porcentagem de

esclerddios com germinacdo micelial manteve-se estavel nos trés tratamentos. Nesse periodo,

observou-se aumento na germinacdo carpogénica dos esclerddios, com o tratamento controle

atingindo 36,3%, seguido por 25% no tratamento com CN-402 aplicado por pulverizagédo e

17,5% no tratamento com CN-402 aplicado por imerséo (Tabela 14).

TABELA 14 - Numero de esclerddios germinados (NEG), porcentagem de germinacao
miceliogénica (GM) e carpogénica (GC) de esclerddios de Sclerotinia
sclerotiorum, aos 28 e 42 dias de incubagdo, em camara gerbox com substrato
solo-areia imido

28 dias 42 dias
Tratamento NEG GM (%) NEG GC (%) NEG GM (%) NEG GC (%)
S. sclerotiorum 10,8 67,5 0,2 1,3 10,8 67,5 58 36,3
S.svs CN402 6,2 38,8 0,6 3,8 06,6 41,3 4,0 25,0
(pulverizado)
S.s vs CN402 (imerséo) 7,0 43,0 0,8 5,0 8,0 50,0 2,8 17,5
S.svs T.harzianum 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0
(pulverizado)
S.svs T.harzianum 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0
(imerséo)

Nos tratamentos em que aplicou-se Trichoderma harziaum IBLF1917 tiveram 100% da

inibicdo da atividade dos esclerédios, em todas as avaliagdes, sendo superiores aos demais,

ocorrendo a colonizacgao de 100% dos esclerddios (Figura 10).

FIGURA 10 - Ensaio de controle de esclerddios de S. sclerotiorum em caixa gerbox. A — T1:
Tratamento controle com esclerédios de S. sclerotiorum imersos em agua. B —
T2: Esclerddios de S. sclerotiorum imersos em solucdo de B. amyloliquefaciens
CN-402. C — T3: B. amyloliquefaciens CN-402 aplicado via pulverizagédo sobre
os esclerodios de S. sclerotiorum. D — T4: Esclerodios de S. sclerotiorum imersos
em solucdo de T. harzianum IBLF1917. E — T5: T. harzianum IBLF1917
aplicado via pulverizagdo sobre os esclerodios de S. sclerotiorum.
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TABELA 15 - Andlise de Variancia para namero de esclerddios de Sclerotinia sclerotiorum
com germinacdo miceliogénica (GM) e carpogénica (GC), aos 28 e 42 dias de
incubagdo, em cAmara gerbox com substrato solo-areia Umido

Quadrado médio

FV GL NEG
GM28 GC28 GM42 GC42

Biologico (B) 1 15,211 ** 0,328 = 17,308 ** 5223 **
Modo de aplicagéo 1 0,026 0,015 0,072 0,095
(MA)
B x MA 1 0,026 0,015 0,072 0,095
Fatorial x adicional 1 9,596 ** 0,008 8,889 ** 4460 **
Erro 20 0,056 0,066 0,075 0,198
Total 24

CV (%) 10,87 23,04 12,34 25,88

** * Significativo a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.

TABELA 16 - Germinacdo miceliogénica (GM) de Sclerotinia sclerotiorum, aos 28 e 42 dias
de incubagdo, em camara gerbox com substrato solo-areia Umido

Pulverizado Imersdo Média

Biologico Numero de esclerddios germinados (NEG) aos 28 dias
Bacillus 6,2 * 70 * 6,6 a
Trichoderma 00 * 00 * 00 b
Média 31 A 35 A
Testemunha 10,8

Numero de esclerddios germinados (NEG) aos 42 dias
Bacillus 6,6 * 8,0 7,3 a
Trichoderma 00 * 00 * 00 b
Média 33 A 40 A
Testemunha 10,8

Médias seguidas por mesma letra maitscula entre modos de aplicacdo e minUscula entre tratamentos, ndo diferem
significativamente entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey; médias seguidas por * indicam
contraste significativo entre o valor médio e a testemunha (p < 0,05) pelo teste de Dunnett.
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TABELA 17 - Germinagéo carpogénica (GC) de Sclerotinia sclerotiorum, aos 28 e 42 dias de
incubacdo, em cadmara gerbox com substrato solo-areia itmido

Pulverizado Imersdo Média

Biologico Numero de esclerddios germinados (NEG) aos 28 dias
Bacillus 0,6 0,8 0,7 a
Trichoderma 0,0 0,0 00 b
Média 0,3 0,4
Testemunha 0,2

Numero de esclerodios germinados (NEG) aos 42 dias
Bacillus 4,0 2,8 34 a
Trichoderma 00 * 00 * 00 b
Média 20 A 14 A
Testemunha 58

Médias seguidas por mesma letra maitscula entre modos de aplicacdo e mindscula entre tratamentos, ndo diferem
significativamente entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey; Médias seguidas por * indicam
contraste significativo entre o valor médio e a testemunha (p < 0,05) pelo teste de Dunnett.

4 DISCUSSAO

Compostos organicos volateis produzidos por bactérias sdo importante fonte de
biocontrole de patdgenos de plantas. Essas substancias tém baixo peso molecular, se
dispersando de forma uniforme no ambiente, com alta capacidade de penetracéo e inibicdo de
fungos, sem a necessidade de contato direto entre antagonista e patdgeno, o que atua de forma
preventiva inibindo ou reduzindo a doenca na planta (Wang, 2022).

Embora o isolado CN-402 nédo tenha demonstrado nos ensaios capacidade inibitéria do
crescimento de fungos fitopatogénicos pela producéo de compostos organicos volateis, autores
como Wang (2022), comprovaram a producdo de metabdlitos volateis por isolados de Bacillus,
eficientes no controle de fungos fitopatogénicos como Alternaria alternata.

Rana (2024), descreve essa agdo sobre fungos como Macrophomina phaseolina,
Rhizoctonia solani, Pythium aphanidermatum, Sclerotinia sclerotiorum, e bactérias como
Agrobacterium tumefaciens, Xanthomonas campestris, Clavibacter michiganensis e
Pseudomonas syringae, causadores de doencas em plantas. No estudo, Bacillus halotolerans
produziu diversas substancias volateis, dentre elas 2,3-hexanodiona, com a¢do antifungica e
antibacteriana sobre os organismos testados, e 2,3-butanodiol, que promoveu em plantas de
amendoim respostas de inducdo de resisténcia sistémica.

A producdo de acido oxalico é comprovadamente mecanismo de infecgéo de Sclerotinia
sclerotiorum, atuando na reducdo do pH do tecido vegetal, o que favorece a a¢do de enzimas
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hidroliticas secretadas pelo fungo, atuando também na supressdo das defesas da planta (Vaz,
2023). A producdo de enzimas capazes de degradar acido oxalico por microrganismos benéficos
tem sido estudada como alternativa de controle, devido a reducdo na patogenicidade do
fitopatdgeno (Farzand, 2020).

Farzand (2020), avaliando a influéncia de Bacillus amyloliquefaciens sobre S.
sclerotiorum, encontrou redugdo na producdo de &cido oxalico pelo fungo na presenga do
antagonista, o que causou reducdo na sua patogenicidade. Vaz (2023), constatou inibicdo da
producdo de acido oxalico, por esclerédios de S. sclerotiorum, na presenca de isolado de
Bacillus, afetando sua capacidade de germinagéo.

O controle de esclerddios é uma importante forma de supressdo de Sclerotinia
sclerotiorum, ja que essas estruturas sao as principais fontes de sobrevivéncia e disseminacao
no campo (VAZ, 2023). Bontempo (2016), obteve reducdo significativa na germinacao de
esclerddios de Sclerotinia cepivorum tratados com diferentes isolados de Bacillus.

Ayaz (2024), conseguiu reducdo de 50% na producéo e atividade de esclerodios de
Sclerotinia sclerotiorum, com a utilizacdo de um isolado de Bacillus subtilis, devido aos
multiplos mecanismos de ac¢do do microrganismo, como a interferéncia na sintese de melanina,
componente estrutural do esclerddio, que lhe confere resisténcia nas condi¢cdes ambientais
como dessecacdo e radiacao ultravioleta, enquanto Vaz (2023), conseguiu inibi¢ao de 100% da
germinacdo de esclerddios tratados, com um isolado de Bacillus, corroborando com o0s

resultados obtidos neste estudo.

5 CONCLUSAO

Bacillus amyloliquefaciens CN-402 tem capacidade antagbnica sobre Sclerotinia
sclerotiorum, através da producdo de oxalato-oxidase, que inibiu o desenvolvimento do fungo
nos testes em placa de Petri.

Bacillus amyloliquefaciens CN-402 ndo produziu compostos organicos volateis.

Bacillus amyloliquefaciens CN-402 demonstrou eficiéncia de controle, inibindo a

germinacao de esclerodios em cerca de 30% em condigdes in vitro.
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CONCLUSAO GERAL

Bacillus amyloliquefaciens CN-402 tem a capacidade de solubilizar fosfato de ferro e
aluminio.

Dentre os fitorménios o Bacillus amyloliquefaciens CN-402 foi capaz de sintetizar &cido
indolacético. Enquanto, entre enzimas extracelulares foi confirmado a capacidade de sintese de
fosfatase, amilase, protease, celulase, pectinase e catalase.

Os testes bioquimicos demonstraram o potencial de controle de fungos fitopatogénicos,
por Bacillus amyloliquefaciens CN-402 devido a presenca de tracos funcionais bioquimicos.

Bacillus amyloliquefaciens CN-402 foi capaz de inibir o crescimento micelial de
Rhizoctonia solani e Corynespora cassiicola.

Bacillus amyloliquefaciens CN-402 ndo foi capaz de inibir o crescimento micelial de
todos os fungos fitopatogénicos testados em placa de Petri.

Nos ensaios de germinacdo, o tratamento das sementes de soja com Bacillus
amyloliquefaciens CN-402 promoveu reducédo na ocorréncia de plantulas atacadas e mortas para
Sclerotinia sclerotiorum, mostrando seu potencial promissor como biofungicida de solo.

Bacillus amyloliquefaciens CN-402 tem capacidade antagbnica sobre Sclerotinia
sclerotiorum através da producdo de oxalato-oxidase, que inibiu o desenvolvimento do fungo
nos testes em placa de Petri.

Bacillus amyloliquefaciens CN-402 ndo produziu compostos organicos volateis.

Bacillus amyloliquefaciens CN-402 demonstrou eficiéncia de controle, inibindo a

germinacao de esclerédios em cerca de 30% em condicdes in vitro.
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