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RESUMO 

O mercado de produtos de controle biológico, principalmente os que possuem 

isolados de Bacillus spp. em sua formulação, tem aumentado significativamente, 

devido às exigências de diminuição do uso de agrotóxicos e maior sustentabilidade 

do segmento agrícola. Assim, o presente trabalho teve por objetivos: 1- Avaliar o 

potencial de bactérias do gênero Bacillus no controle de diferentes doenças de 

plantas; 2- Selecionar isolados de Bacillus spp. promotores de crescimento da soja e 

antagonistas a Sclerotinia sclerotiorium; 3- Avaliar o potencial de um produto 

comercial à base de B. subtilis QST 713 e outro à base de óleo de café torrado para 

compor um programa de manejo da ferrugem-asiática da soja (Phakopsora pachyrhizi) 

em aplicação sequencial ou alternada com um fungicida. Inicialmente foi avaliado o 

efeito de B. subtilis, B. firmus e B. amyloliquefaciens no controle dos patógenos 

Erysiphe diffusa, Podosphaera xanthii, Sclerotinia sclerotiorum, P. pachyrhizi, 

Fusarium solani, Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli, Colletotrichum lindemuthianum 

e Corynespora cassiicola em condições controladas. Neste estudo, nenhum dos 

isolados controlou Erysiphe difusa e Podosphaera xanthii. Em folhas destacadas, 

todos os isolados reduziram o diâmetro da lesão de S. sclerotiorum e a severidade de 

P. pachyrhizi, sendo mais efetivos com aplicação preventiva. B. subtilis, B. firmus e B. 

amyloliquefaciens também inibiram o desenvolvimento de F. oxysporum f. sp. 

phaseoli, C. cassiicola e C. lindemuthianum. No entanto, apenas B. amyloliquefaciens 

inibiu o desenvolvimento de F. solani. Todos os isolados de Bacillus diminuíram a 

germinação dos esporos destes patógenos, exceto os de C. lindemutianum. Os 

isolados B. subtilis, B. firmus e B. amyloliquefaciens possuem potencial para serem 

explorados como agentes de biocontrole para as doenças testadas, exceto para os 

oídios. Porém, novos testes devem ser realizados em condições reais de ocorrência 

das doenças. Também foi realizada seleção de bactérias do gênero Bacillus para 

promoção de crescimento de plantas de soja e antagonismo a S. sclerotiorium. Foram 

selecionados oito isolados promissores em promover crescimento in vivo, os quais 

foram, posteriormente, avaliados em casa-de-vegetação em relação a capacidade de 

promoverem crescimento e sobre a atividade das enzimas relacionadas à defesa das 

plantas, por meio da inoculação de sementes, com ou sem a co-inoculação do 



Bradyrhizobium japonicum. Os resultados demonstraram que a seleção realizada in 

vivo para promotores de crescimento foi eficiente, pois todos os isolados selecionados 

diferiram da testemunha em pelo menos um dos componentes avaliados. Os isolados 

de Bacillus AP-3, AP-25, AP-51, AP-106, AP-117, AP-40, QST-713 e QST-2808 

promoveram crescimento de plantas de soja e inibiram, significativamente, S. 

sclerotiorum. O isolado de Bacillus AP-25 (Bacillus subtilis subsp. inaquosorum) 

aumentou a atividade da peroxidase. Em condições de campo, o isolado de B. subtilis 

QST 713 e óleo de café torrado foram utilizados em aplicações sequencias e 

alternadas com o fungicida Piraclostrobina + Epoxiconazol para controle da ferrugem 

asiática da soja. Os resultados dos dois ensaios nos campos experimentais 

mostraram que as aplicações sequenciais do óleo de café, do produto à base de 

Bacillus e do fungicida reduziram, em média, 31%, 45% e 68% respectivamente, a 

área abaixo da curva de progresso da doença. Apesar disso, apenas o tratamento 

com a aplicação sequencial do produto contendo B. subtilis apresentou a mesma 

produtividade e peso de 100 sementes do tratamento com a aplicação sequencial de 

fungicida. O isolado de B. subtilis QST 713 pode ser indicado para compor um 

programa de manejo da ferrugem asiática da soja em condições de baixa intensidade 

da doença. 

 

Palavras-chave: Bacillus spp., doenças de plantas, promoção de crescimento, 

Glycine max 

 



 
 

ABSTRACT 

The market of products for biological control, especially formulations using Bacillus 

spp., has increased significantly, due to the requirements for the reduction of the use 

of agrochemicals in crop protection and sustainability of the agricultural sector. The 

objectives of this thesis were: 1- To evaluate the potential of Bacillus in plant disease 

control; 2- To select isolates of Bacillus spp. for growth promotion of soybean and 

antagonists to Sclerotinia sclerotiorium; 3- To evaluate the potential of a commercial 

product based on B. subtilis QST 713 and another product based on roasted coffee oil 

in order to compose a management program for asian soybean rust (Phakopsora 

pachyrhizi) in sequential or alternating application with a fungicide. Initially, the effect 

of B. subtilis, B. firmus and B. amyloliquefaciens on the control of pathogens Erysiphe 

diffusa, Podosphaera xanthii, Sclerotinia sclerotiorum, P. pachyrhizi, Fusarium solani, 

Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli, Colletotrichum lindemuthianum and Corynespora 

cassiicola was evaluated under controlled conditions. In this study, Bacillus isolates 

did not controlled Erysiphe diffusa and Podosphaera xanthii. All isolates were effective 

in reducing the diameter of the S. sclerotiorum lesion and the severity of P. pachyrhizi, 

being more effective by preventive application in detached leaf. B. subtilis, B. firmus 

and B. amyloliquefaciens inhibited the mycelial growth of F. oxysporum f. sp. phaseoli, 

C. cassiicola and C. lindemuthianum. However, only B. amyloliquefaciens inhibited F. 

solani. All Bacillus isolates inhibited spore germination of these pathogens, except for 

C. lindemutianum. The isolates of B. subtilis, B. firmus and B. amyloliquefaciens have 

potential to be explored as biocontrol agents for the evaluated diseases, except for 

powdery mildew. Nevertheless, new tests must be performed under real conditions of 

disease occurrence. Selection of Bacillus isolate was carried out for soybean growth 

promotion and antagonism to S. sclerotiorium. Eight isolates were selected for growth 

promotion in vivo, which were subsequently evaluated in greenhouse for growth 

promotion and for increasing plant defense enzymes using seed inoculation with or 

without co-inoculation of Bradyrhizobium japonicum. The selection performed in vivo 

for growth promoters was efficient, because all selected isolates differed from the 

control in, at least, one of the evaluated components. Isolates of Bacillus AP-3, AP-25, 

AP-51, AP-106, AP-117, AP-40, QST-713 and QST-2808 promoted growth of soybean 



plants and significantly inhibited S. sclerotiorum. Bacillus AP-25 isolate (Bacillus 

subtilis subsp. inaquosorum) increased peroxidase activity. In field conditions, B. 

subtilis QST 713 and roasted coffee oil were used in sequential and alternated 

applications with the fungicide Piraclostrobin + Epoxiconazole to control asian soybean 

rust. Results of two field experiments showed that the sequential applications of coffee 

oil, Bacillus-based product and the fungicide reduced the area under the disease 

progress curve, on average, 31%, 45% and 68% respectively. Despite those results, 

only the treatment with the sequential application of the product containing B. subtilis 

QST 713 showed the same yield and 100-seed weight of the treatment with the 

sequential application of fungicide. The isolate of B. subtilis QST 713 may be indicated 

to compose a management program for asian soybean rust under conditions of low 

disease severity. 

 

Keywords: Bacillus spp., Plant diseases, Growth promotion, Glycine max 
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1 Introdução Geral 

Os problemas fitossanitários causam perdas estimadas entre 31 e 42% de toda 

produção agrícola mundial e, parte destas perdas, são atribuídas às doenças de 

plantas que podem afetar desde grandes culturas, como soja e feijão, até as pequenas 

culturas, como a da abobrinha. Não importando a expressão da cultura, as doenças 

são normalmente controladas por meio de aplicações de fungicidas e, essa prática, 

tem agravado problemas relacionados a contaminação ambiental, a níveis elevados 

de resíduos de agrotóxicos em alimentos e a seleção de populações de patógenos 

resistentes a essas substâncias. 

A sustentabilidade do manejo de doenças de plantas depende da integração 

de diferentes ferramentas de controle. Desta forma, a utilização de bactérias do 

gênero Bacillus e outros produtos considerados alternativos podem contribuir, 

principalmente, para a diminuição no uso de fungicidas, além de favorecer o 

desenvolvimento vegetal com ganho na produtividade, por promover crescimento das 

plantas. 

Bacillus compõem parte significativa dos produtos biológicos comercializados 

no mundo. Esse fato é devido a facilidade de multiplicação destes microrganismos e 

a sua capacidade de produzir diversas substâncias com atividade contra fitopatógenos 

e também, substâncias de interesse vegetal, como fito-hormônios e solubilizadores 

minerais, que contribuem no seu desenvolvimento. 

Considerando as possibilidades atribuídas a versatilidade do controle biológico 

e a necessidade de desenvolvimento de novas ferramentas de controle de 

fitopatógenos, os objetivos deste trabalho foram: 1- Avaliar, em condições 

controladas, a eficiência de três isolados do gênero Bacillus no controle de: Erysiphe 

diffusa, Podosphaera xanthii, Sclerotinia sclerotiorum, Phakopsora pachyrhizi, 

Fusarium solani, Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli, Colletotrichum lindemuthianum 

e Corynespora cassiicola; 2- Selecionar isolados de Bacillus antagonistas a S. 

sclerotiorum e com capacidade de promover o crescimento de plantas de soja; 3- 

Avaliar a eficiência de controle da ferrugem asiática da soja, em condições de campo, 

utilizando um produto biológico à base de Bacillus subtilis QST 713 e um produto 

alternativo à base de óleo de café torrado em aplicações sequenciais e alternadas 
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com o fungicida piraclostrobina + epoxiconazol, formando diferentes arranjos de 

aplicação. 
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2 Revisão de literatura 

2.1 A cultura da soja 

A soja é a principal cultura do Brasil e ocupa, aproximadamente, 32,96 milhões 

de hectares, o que corresponde a 49% da área de grãos do país e produção em torno 

de 95 milhões de toneladas (IBGE 2016; CONAB, 2016). A domesticação desta 

cultura [Glycine max (L.) Merrill] teve início no continente asiático, pois constituía a 

base alimentar do povo chinês e, desta região, foi levada para jardins botânicos e 

estações experimentais de toda a Europa de onde, posteriormente, foi trazida ao 

ocidente (FREITAS, 2011; CÂMARA, 2012). No Brasil, seu cultivo iniciou no final do 

século XIX na Bahia (BLACK, 2000) de onde foi levada para São Paulo e Rio Grande 

do Sul. Nesses locais a cultura se adaptou melhor às condições edafoclimáticas, pois 

as variedades, foram trazidas dos Estados Unidos (BONETTI, 1981). 

Com a expansão da área de cultivo da soja para todo o país (SEDIYAMA et al., 

2007) ocorreu uma evolução nos processos de mecanização e técnicas de 

semeadura, juntamente ao surgimento de agroindústria, cooperativas e infraestrutura 

nos entornos às áreas de produção (MISSÃO, 2006). A produção de soja está entre 

as atividades econômicas que mais cresceram nos últimos anos no Brasil e isso pode 

ser atribuído ao desenvolvimento e estruturação do mercado interno e internacional; 

consolidação da soja e seus subprodutos como importantes fontes de proteína vegetal 

para atender demandas crescentes, principalmente, dos setores ligados à 

alimentação humana e animal; desenvolvimento e oferta de novas tecnologias que 

permitiram a expansão da cultura para novas áreas, dentre os quais, o melhoramento 

genético (HIRAKURI e LAZAROTTO, 2014). 

O desenvolvimento fenológico da cultura foi detalhado por Fehr e Caviness 

(1977) e, basicamente, pode ser dividido em: Fase Vegetativa (V), com as subdivisões 

ou estádios designados numericamente como V1, V2, até Vn, salvo os dois primeiros 

estádios, conhecidos como Ve (emergência) e Vc (estádio de cotilédone) e Fase 

Reprodutiva (R), com oito subdivisões e suas representações também numéricas, 

subdivididas em quatro partes que descrevem o florescimento (R1 e R2), o 

desenvolvimento da vagem (R3 e R4), o desenvolvimento da semente (R5 e R6) e a 

maturação da planta (R7 e R8). 
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O Brasil segue como o grande celeiro para a expansão da produção de soja no 

mundo, devido as grandes áreas disponíveis para cultivo, além das áreas de 

pastagens degradadas, principalmente nas regiões centro-oeste e norte que devem 

seguir crescendo com o plantio desta cultura nos próximos anos. (ABAG, 2015) 

2.1.1 Principais doenças incidentes na cultura da soja 

Com a expansão do cultivo da soja surgiram no Brasil os problemas 

fitossanitários com cerca de 40 doenças causadas por nematoides, bactérias, vírus e, 

principalmente, fungos (HENNING, 2009). Dentre as doenças consideradas 

importantes, atualmente, a ferrugem asiática da soja (FAS), causada pelo fungo 

Phakopsora pachyrhizi, é considerada chave, pois incide em todas as regiões 

produtoras com elevado potencial destrutivo (YORINONI e LAZZAROTTO, 2004; 

LANGENBACH et al., 2016). No entanto, o oídio deve ser constantemente estudado 

por poder passar a protagonista frente as mudanças climáticas (KOBORI et al., 2011). 

Além destas doenças causadas por patógenos biotróficos, o mofo branco (Sclerotinia 

sclerotiorium), a mancha alvo (Corynespora cassiicola) e a fusariose (Fusarium solani) 

podem acarretar sérios danos não só a cultura da soja, mas também a outros cultivos 

em condições ambientais favoráveis ao patógenos (SOUSA et al., 2016; HARTMAN 

et al., 2016; TONGON e KASEM, 2016). 

2.1.1.1 Ferrugem asiática da soja 

O fungo P. pachyrhizi pertence ao filo dos Basidiomycota, classe 

Pucciniomycetes, ordem Pucciniales e família Phakopsoraceae. (INDEX 

FUNGORUM, 2017). Nas Américas, essa doença foi relatada primeiramente no 

Paraguai em 2001, atingindo o Brasil no ano subsequente e os Estados Unidos da 

América em 2004 (SCHNEIDER et al., 2005) com sua ampla disseminação atribuída 

ao vento (ISARD et al., 2005; REIS et al., 2006). Desde a sua introdução no país, os 

prejuízos causados pela ferrugem já ultrapassam US $10 bilhões de dólares em 2013 

(SILVA et al., 2014) e estima-se que os custos anuais para o controle da ferrugem 

cheguem a US $2 bilhões de dólares (GODOY et al., 2015). 

Por se tratar de um parasita biotrófico, P. pachyrhizi, depende dos hospedeiros 

vivos para a sua manutenção no ambiente (AGRIOS, 2005) e na falta do seu 

hospedeiro principal, a soja, sua sobrevivência é dependente de hospedeiros 
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alternativos como feijão (Phaseolus vulgaris), feijão-fava (Phaseolus lunatus), soja 

perene (Neonotonia wightii), além de plantas voluntárias (YORINORI et al., 2007). 

FAS é considerada uma doença policíclica, portanto apresenta diversos 

monociclos durante a estação de cultivo (AGRIOS, 2005) com duração de 6 a 7 dias 

(YORINORI e LAZZAROTTO, 2004). Estudos demonstram que essa doença é 

favorecida por condições ambientais facilmente encontradas na estação de cultivo da 

soja: temperaturas de 18 a 28ºC, alta umidade relativa e período de molhamento foliar 

contínuo e superior a 6 horas que permitem que ocorra a infecção através da fixação 

do apressório e desenvolvimento do tubo germinativo que adentra a célula pelos 

estômatos ou por penetração direta entre as células da epiderme (GOELLNER et al., 

2010) 

Com o patógeno estabelecido é possível observar áreas cloróticas nas folhas, 

principalmente, quando as plantas estão próximas ou no estágio reprodutivo (REIS et 

al., 2006), com ascensão da doença do baixeiro para o terço superior das plantas. 

Destas áreas cloróticas emergem as urédias que, com o passar tempo, adquirem uma 

coloração que varia de castanha a marrom-enegrecida que rompem a epiderme para 

liberação dos uredósporos (SINCLAIR e HARTMAN, 1999). 

A coloração dessas lesões varia com a idade e a interação com o hospedeiro, 

e recebem a seguinte classificação: TAN quando se apresentam na coloração de 

castanho claro com muitos soros urediniais e abundante esporulação; RB (Reddish 

Brown) quando se apresentam na coloração de castanho avermelhada com poucos 

soros urediniais e com pouca ou nenhuma esporulação, sendo a última comum em 

materiais que apresentam genes de resistência (BONDE et al., 2006) a P. pachyrhizi. 

Langenbach et al. (2016) relataram que apesar de diversos genes relacionados 

a resistência serem conhecidos e utilizados pelo melhoramento genético, as 

estratégias foram rapidamente superadas por P. pachyrhizi. Recentemente, o gene 

CcRpp1 de feijão-gandu (Cajanus cajan) foi clonado e transferido a uma cultivar de 

soja a qual passou a apresentar resistência total a FAS (KAWASHIMA et al., 2016). 

No entanto, até esse momento, a cultivar não estava disponível comercialmente e 

ainda se especula sobre a duração ou não dessa resistência. 

A respeito do controle biológico de FAS, poucos estudos foram realizados 

detalhadamente (GOELLNER et al., 2010). No entanto, Dorighello et al. (2015), 

demonstram o potencial de bactérias do gênero Bacillus no controle de FAS e 



26 

apontam para a necessidade de integração do controle biológico com o controle 

químico. 

Dentre as ferramentas mais utilizadas no manejo da FAS, destaca-se o uso de 

fungicidas, principalmente dos triazóis e suas combinações com estrobilurinas. No 

entanto, essas moléculas têm apresentado baixa eficiência de controle e sua 

utilização demasiada tem contribuído para seleção de populações de P. pachyrhizi 

menos sensíveis, agravando o problema, visto que, dos mais de 100 produtos 

registrados para o controle de FAS, apenas cinco apresentam controle superior a 60% 

(GODOY et al., 2015). 

Nos ensaios de rede realizados pela Embrapa no ano 2014/2015, segundo 

Godoy et al. (2015), de 15 fungicidas registrados ou em fase de registro testados para 

o controle de FAS apenas os ativos Azoxistrobina + Benzovindiflupir apresentaram 

controle acima de 80%, fato preocupante para a sojicultora brasileira. 

2.1.1.2 Mancha alvo  

O fungo Corynespora cassiicola (Berk e Curt) pertence ao filo dos Ascomycota, 

classe Dothideomycetes, ordem Pleosporales e família Corynesporascaceae (INDEX 

FUNGORUM, 2017) e é causador da mancha-alvo na soja e encontrado em todas as 

regiões produtoras. Além da soja, este patógeno possui uma ampla gama de espécies 

de plantas hospedeira que inclui o algodão e o mamão, entre outros. Esse fungo 

sobrevive em restos culturais (KUROSAWA et al., 2005) e, após atingir a superfície 

foliar, com disseminação predominante pelo vento, penetra diretamente a superfície 

do hospedeiro, principalmente, através da produção da toxina cassiicolin (SHUIB et 

al., 2015), causando os sintomas iniciais que consistem em lesões circulares 

amarronzadas com um halo amarelo (PERNEZNY e SIMONE, 1993). Os danos na 

superfície foliar, reduzem a área fotossintética (BEDENDO, 1995) diminuindo a 

produção de grãos. 

Os fungicidas são importantes ferramentas no controle desta doença (GODOY 

et al., 2015) devido à baixa disponibilidade de cultivares resistentes (TERAMOTO et 

al., 2013). No entanto, são frequentemente relatadas populações deste patógeno com 

baixa sensibilidade a estas moléculas (XAVIER et al., 2013; CABRAL et al., 2016) que 

evidenciam a necessidade da integração de novas ferramentas de controle. 
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2.1.1.3 Oídio 

O fungo Erysiphe diffusa (Cooke e Pech) pertence ao filo dos Ascomycota, 

classe Leotiomycetes, ordem Erysiphales e família Erysiphaceae (INDEX 

FUNGORUM, 2017) e é causador do oídio da soja e sua ocorrência tem aumentado 

nas últimas safras (BLUM et al., 2016). No Brasil, no final da década de 90, vários 

surtos epidêmicos desta doença foram relatados no sul, sudeste e centro oeste 

brasileiro, com perdas produtivas de até 40% que levaram o oídio a ser considerado 

a principal doença da época (YORINORI, 1997; SILVA e SEGANFREDO, 1999; 

ALMEIDA et al., 2008). Essas perdas são resultado comprometimento da fotossíntese 

e da taxa de respiração causado pelo crescimento micelial abundante do patógeno 

sobre a superfície foliar (MIGNUCCI e CHAMBERLAIN, 1978). 

Apesar da forma mais econômica de controlar a doença ser através de 

cultivares resistentes, o posicionamento destas cultivares em períodos favoráveis a 

doença não limitam os danos causados pelo o oídio (GRIGOLLI, 2014), fazendo com 

que o emprego de fungicidas seja necessário, pois segundo Igarashi et al. (2010) as 

perdas produtivas podem variar de 20 a 50% em períodos favoráveis a doença com 

temperaturas entre 18 e 24ºC e umidade relativa entre 50 e 70%. 

2.1.1.4 Mofo Branco 

O fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary pertence ao filo dos Ascomycota, 

classe Leotiomycetes, ordem Helotiales e família Sclerotiniaceae (INDEX 

FUNGORUM, 2017) e causa prejuízos a importantes culturas, principalmente, na 

cultura na soja, pois o fungo encontra-se amplamente distribuído entre os maiores 

produtores mundiais do grão, incluindo os Estados Unidos, Brasil, Argentina 

(WRATHER et al., 2001). 

A agregação do micélio deste fungo dá origem ao escleródio, estrutura de 

resistência responsável pela persistência do patógeno em campos de cultivo por anos 

(BOLTON et al., 2006). No Brasil, estima-se que o fungo esteja presente em mais de 

20% da área destinada ao cultivo de soja (MEYER et al., 2016). O apotécio, sob 

condições ideias de temperatura, próxima a 20ºC e alta umidade relativa, pode 

germinar por duas vias: através do crescimento micelial (germinação miceliogênica) 

que ira infectar diretamente os tecidos da planta ou através da formação do apotécio, 
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(geminação carpogênica) na qual os ascósporos são liberados e causarão infecção 

em contato com o tecido (STEADMAN, 1983). 

As estratégias de controle da doença consistem na rotação de cultura e uso de 

sementes certificadas, além do uso de fungicidas que, no entanto, tem gerado 

resultados inconsistentes (SUMIDA et al., 2015). Alguns defensivos agrícolas que são 

utilizados durante o ciclo de cultivo podem potencializar a doença no campo, por 

induzir a germinação dos escleródios e, por existirem relatos de populações 

resistentes a fungicidas, outras ferramentas de controle estão sendo consideradas no 

manejo desta doença. Dentre elas, a utilização do controle biológico pela aplicação 

de Clonostachys rosea (RODRÍGUEZ et al., 2015) e Trichoderma harzianum (ZHANG 

et al., 2016), além de isolados de Bacillus (HU et al., 2016). 

2.1.1.5 Fusariose 

O fungo Fusarium solani (Mart.) pertence ao filo dos Ascomycota, classe 

Sordariomycetes, ordem Hipocreales e família Nectriaceae (INDEX FUNGORUM, 

2017) e causa a fusariose da soja, que possui outros nomes comuns como podridão 

vermelha das raízes, pé vermelho e também está relacionado a síndrome da morte 

súbita. No final da década de 90 este patógeno causou perdas produtivas que 

somaram 58 milhões de dólares em um único ano agrícola (YORINORI, 1998) e os 

prejuízos persistem, principalmente em áreas infestadas com nematoides (XING E 

WESTPAHL, 2006). Os sintomas iniciais ocorrem com maior intensidade em 

temperaturas amenas com alta umidade do solo e consistem em manchas 

avermelhadas nas raízes abaixo do solo, que progridem em direção ao lenho, 

atingindo a haste principal com manifestação, neste momento, dos sintomas foliares 

de amarelecimento das folhas e necrose das nervuras, causando o sintoma conhecido 

popularmente como “folha carijó” (ITO, 2013). Fusarium solani é considerado um 

patógeno polífago, com grande diversidade genética e no seu controle, além do uso 

de fungicidas, o controle biológico também é apontado como uma medida efetiva 

(NARAYANAN et al., 2015) 
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2.2 A cultura do feijão (Phaseolus vulgaris L.) 

O feijão está entre as principais culturas do Brasil, principalmente pela alta 

demanda do mercado interno tornando-o um dos maiores produtores e consumidores 

do mundo, com mais de 3 milhões de hectares cultivados (FAO, 2017; CONAB, 2016). 

O cultivo é realizado ao longo do ano, em três safras: A primeira com 

semeadura realizada entre agosto a outubro que recebe o nome de “safra das águas”; 

A segunda, subsequente a anterior, com semeadura entre janeiro e abril que recebe 

o nome de “safra da seca”; A terceira, subsequente a anterior, com semeadura a partir 

de maio, conhecida como “safra de inverno” (BARBOSA e GONZAGA, 2012). Essa 

cultura tem grande importância, por seu cultivo durante a maior parte do ano, gerar 

renda e postos de trabalhos em pequenas e grandes propriedades e também pelo seu 

cultivo para consumo próprio (SILVA E WANDER, 2013). 

2.2.1 Principais doenças incidentes na cultura do feijão 

Segundo Barbosa et al. (2009), o feijoeiro comum é atacado por diversas 

doenças que podem ser causadas por fungos, bactérias, vírus e nematoides, com a 

importância de cada doença dependente da região, ano de cultivo, época de 

instalação da cultura e condições ambientais. No feijão, as doenças podem ser 

limitantes à produção, principalmente as relacionadas a patógenos do solo como F. 

solani, F. oxysporum f. sp. phaseoli, S. sclerotiorum (BARBOSA E GONZAGA, 2012), 

além de Colletotrichum lindemuthianum (QUINTANA‐RODRIGUEZ et al., 2015). No 

cultivo, ainda há o predomínio do uso de fungicidas para controle de doenças, apesar 

dos relatos de populações do patógenos resistentes a essas moléculas e promissores 

resultados de controle relacionados a agentes de controle biológico (PRIOR, 

MITTELBACH e BEGEROW, 2017) 

2.2.1.1 Antracnose  

O fungo Colletotrichum lindemuthianum (Sacc e Magnus) pertence ao filo dos 

Ascomycota, classe Sordariomycetes, ordem Glomerellales e família Glomerellaceae 

(INDEX FUNGORUM, 2017) e causa a antracnose do feijão, considerada uma das 

doenças de grande importância, principalmente nos cultivos em regiões de 

temperaturas amenas a frias e com alta umidade relativa do ar (COSTA et al., 2016). 
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Ainda segundo Costa et al. (2016), além desta doença causar a perda total de cultivos 

onde a ocorrência incida precocemente, as manchas causadas no grão causam 

depreciação do produto. Dentre as medidas de controle de C. lindemuthianum, 

comumente é realizado o tratamento de semente com fungicidas e posteriores 

pulverizações destes produtos ao longo do ciclo da cultura (MANJUNATH et al., 2016). 

A prevalência desta medida pode ser atribuída a grande variabilidade genética deste 

patógeno, além das cultivares lançadas apresentarem diferentes níveis de resistência 

(DANGL et al., 2013) e os resultados do uso do controle biológico não serem 

conclusivos (GHOLAMI et al., 2013). 

2.2.1.2 Fusariose 

O fungo Fusarium solani f. sp. phaseoli (Kendr e Snyder) (Fop) pertence ao filo 

dos Ascomycota, classe Sordariomycetes, ordem Hipocreales e família Nectriaceae 

(INDEX FUNGORUM, 2017) e causa a murcha de Fusarium em cultivos do feijão em 

diversos países, inclusive o Brasil (HIRANO e ARIE, 2009). A manutenção do 

patógeno no campo é atribuída a atividade saprófita e a estruturas de resistências, os 

clamidósporos (HENRIQUE et al., 2015). Sob temperaturas próximas a 28ºC, na 

época das secas e na presença do hospedeiro, ocorre a germinação destas estruturas 

e posterior infecção (DALLA PRIA e SILVA, 2010). Fop é um patógeno vascular que 

invade o hospedeiro pelas raiz e se aloja no xilema, causando os sintomas que se 

iniciam com a murcha da planta, com posterior amarelecimento e queda das folhas, 

resultando na sua morte antecipada (XUE et al., 2014). Apesar da utilização de 

variedades resistentes ser a principal forma de controle da doença, a alta variabilidade 

genética em torno de Fop, pode limitar essa ferramenta (KARIMIAN et al., 2010) 

tornando necessário o uso de fungicidas, principalmente através do tratamento de 

sementes (CARVALHO et al., 2011). Além de Carvalho et al. (2011), os trabalhos de 

Rocha e Moura (2013) e Gupta e Vakhlu (2015) demonstram ser promissor o uso de 

agentes de biocontrole, inclusive Bacillus, para controle de F. oxysporum. 

2.3 A cultura da abobrinha 

A abobrinha (Cucurbita pepo) também conhecida como abobora de moita ou 

abobrinha italiana, pertence à família das curcubitáceas e sua cultura tem grande 

representação entre as olerícolas, por ser apreciada em diversos países, inclusive no 
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Brasil, por seus frutos de formato cilíndrico da cor verde com estrias verde escura, 

compor diversas receitas alimentícias (BIANCHINI, 2013). Segundo Fukushi (2016), 

as espécies deste gênero são oriundas dos Estados Unidos e México e as dimensões 

do fruto, no momento da comercialização, estão entre 15 e 20 cm de comprimento 

com 4 a 6 cm de diâmetro, pesando em média 225 gramas. Seu ciclo curto, entre 50 

e 80 dias, bom desenvolvimento em uma ampla faixa de temperatura (18 – 35ºC) e, 

portanto, possibilidade de cultivo durante todo o ano, tornam essa cultura interessante 

economicamente principalmente para os produtores do centro sul, onde seu cultivo é 

mais extensivo. Após 60 dias do plantio, espera-se um rendimento médio da cultura 

de 8 a 10 t.ha-1 e o principal fator limitante a essa produtividade são os problemas 

fitossanitários (SOUZA e RESENDE, 2011). Segundo a ABCSEM (2014), entre as 

olerícolas, o mercado de abobrinhas está entre os 10 principais do país e, estima-se, 

que para esse cultivo sejam empregados mais de R$ 25 milhões em defensivos. Em 

2014, a publicação do Programa de Análise de Resíduos de Agrotóxicos elaborado 

pela ANVISA (Agência Nacional de Vigilância Sanitária) apontou que a abobrinha foi 

a cultura com maior percentual de amostras consideradas insatisfatória, pois de 229 

amostras analisadas 110 apresentavam inconformidade em relação a resíduos de 

agrotóxicos (BRASIL, 2014). Essas informações ressaltam a necessidade de que 

novas ferramentas de controle de pragas e doenças sejam empregados neste cultivo. 

2.3.1 Principais doenças incidentes na cultura da abobrinha 

De modo geral, a cultura é considera suscetível a diversas doenças causadas 

por vírus, fungos, bactérias e nematoides. Entre os patógenos que podem causar 

grandes perdas estão o Zucchini yellow mosaic virus (SIMMONS et al., 2015) 

Pseudomonas syringae pv. syringae (BALAZ et al., 2016), além de Podosphaera 

xanthii, causador do oídio, considerada a principal doença do cultivo (MOHAGHEGH 

et al., 2015) principalmente pela ampla distribuição e suscetibilidade de todos o 

matérias (ZATARIM et al., 2005). 

2.3.1.1 Oídio da abobrinha  

O fungo Podosphaera xanthii (Castagane) pertence ao filo dos Ascomycota, 

classe Leotiomycetes, ordem Erysiphales e família Erysiphaceae (INDEX 

FUNGORUM, 2017) é o principal agente causal do oídio das curcubitáceas em todo o 
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mundo (Zhang et al., 2012). A doença é favorecida pela baixa umidade relativa do ar 

e atinge, principalmente, as folhas, recobrindo-as com uma camada esbranquiçada 

de aspecto cotonoso, composta de micélio e esporos do fungo que comprometem a 

fotossíntese e causam desfolha precoce, com consequente perda de vigor da planta 

e redução da produtividade (PÉREZ-GARCIA et al., 2009). O controle da doença é 

baseado na utilização de sucessivas aplicações de fungicidas (SIEROTZHI e 

SCALLIET, 2013). No entanto, já foi constatado resistência deste patógeno a diversas 

moléculas, inclusive estrobilurinas (MCGRATH e SHISHKOFF, 2003) e ciflufenamida 

(PIRONDI et al., 2016), reforçando que, no controle deste patógeno, novas estratégias 

devem ser adotadas. 

2.4 O gênero Bacillus 

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

Nomenclature” existem atualmente 336 espécies e sete sub-espécies de 

microrganismos do gênero Bacillus com descrição válida de acordo com o manual de 

Bergey’s, que sistematiza a classificação taxonômica de procariotos (EUZÉBY, 2017). 

Este importante gênero de microrganismo, pertencente ao reino Bacteria, filo 

Firmicutes, classe Bacilli e ordem Bacillales, foi descrito primariamente por Cohn 

(1872), quem nomeou a espécie tipo como Bacillus subtilis. A etimologia que nomeia 

o gênero provém do latim Bacillus, uma palavra masculina que designa a morfologia 

da célula, remetendo à forma de bastão ou bastonete, normalmente arranjadas em 

colônias (MADIGAN et al., 2016). 

Além da morfologia característica, outros padrões taxonômicos são atribuídos 

ao gênero. Assim, estes microrganismos podem ser caracterizados como Gram-

positivos, aeróbios obrigatórios ou facultativos, produtores de enzima catalase, 

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

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

Baseado na taxonomia e sistemática molecular o gênero Bacillus é atualmente 

divido em seis distintos grupos filogenéticos (ASH et al., 1991; NIELSEN et al., 1994; 

YOU et al., 2013). Esta classificação é atribuída ao perfil da sequência do gene RNA 

ribossomal 16S ou 16S rRNA (gene que codifica a subunidade menor dos ribossomos 

procarióticos). Devido a grande taxa de conservação evolutiva desta região do 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Gram-positiva
https://pt.wikipedia.org/wiki/Gram-positiva
https://pt.wikipedia.org/wiki/Catalase
https://pt.wikipedia.org/wiki/ARN_riboss%C3%B4mico
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ribossoma
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genoma em procariotos a atual sistemática molecular o utiliza como o principal 

marcador molecular para caracterização de espécie (CASE et al, 2007). 

Quanto a distribuição o gênero Bacillus é ubíquo na natureza, pois são 

encontrados em diversificados nichos ecológicos. Variadas espécies foram isoladas 

de diversos habitats terrestres marinhos e aquáticos (SIEFERT et al., 2000; MIRANDA 

et al., 2008), ambientes de alta e/ou baixa temperatura (CACCAMO et al., 2000; 

LOGAN et al., 2000), e também no interior de tecidos de diferentes plantas como trigo 

(LIU et al., 2009), milho (Zea mays) (RIJAVEC et al., 2007), pepino (KAMPFER et. al., 

2016) e algodão (KAMPFER et al., 2015). 

O gênero possui grande potencial biotecnológico e apesar de algumas espécies 

produzirem toxinas problemáticas a saúde humana e animal, muitas espécies de 

Bacillus podem ser empregadas na produção de antibióticos, enzimas e outros 

metabólitos de interesse para indústria farmacêutica, de alimentos e agrícola (BANAT 

et al., 2000; BALCAZAR e ROJAS-LUNA, 2007; SOROKULOVA et al., 2008; YOU et 

al.; 2013). 

2.4.1 Bacillus como agente de promoção de crescimento e controle biológico para 
agricultura 

Espécies do gênero Bacillus apresentam rápido crescimento em variadas 

fontes de carbono. Esta adaptação metabólica é atribuída a grande capacidade de 

produção de enzimas extracelulares, responsáveis pela oxidação de polímeros como 

ácidos nucléicos, polissacarídeos e lipídeos, que podem ser prontamente utilizados 

como fonte energética para a célula (MADIGAN et al., 2016). Outra característica 

metabólica relacionada ao gênero é a capacidade de produção de antibióticos como 

bacitracina, polimixina, tirocidina, gramicidina e circulina, que ocorrem durante e após 

o processo de esporulação, e que por estes motivos são largamente utilizados em 

diversos setores da indústria (MADIGAN et al., 2016). 

Devido as características peculiares estes microrganismos tem sido 

empregado na agricultura, aumentando a resistência de plantas a diversos estresses 

ambientais como seca, metais pesados e escassez nutricional do solo (CLEMENTE 

et al., 2016). Porém, no setor agrícola, espécies de Bacillus são mais amplamente 

estudadas e utilizadas como promotores de crescimento e agentes de controle 

biológico contra pragas e doenças (CLEMENTE et al., 2016). 
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Além de Bacillus, alguns gêneros como Pseudomonas, Azospirillum, 

Agrobacterium e Azotobacter são conhecidos como rizobactérias promotoras de 

crescimento de plantas (RPCPs) (ABDELZAHER, 2003). Estes microrganismos de 

vida livre são frequentemente encontrados em diversas partes da planta, contudo em 

maior concentração na região rizosférica onde a liberação de exsudados da raiz 

favorece o sinergismo micro-organismo/planta (ARAUJO; GUERREIRO, 2010). 

A bioatividade das rizobactérias acarretam benefícios na emergência e 

promoção de crescimento das plantas, aumento da fixação de nitrogênio, 

solubilização de nutrientes, melhoria das condições do solo (SCHISLER et al., 2004), 

antagonismo contra fungos fitopatogênicos (ARAÚJO et al., 2005), e produção de 

hormônios vegetais como a giberelina (HOLL et al., 1988); ácido indolacético 

(MOHITE, 2013) e ácidos lático e succínico (YOSHIKAWA et al.,1993). Neste sentido, 

alguns exemplos da ação de rizobactérias promotoras de crescimento são citados, 

como no trabalho realizado por Cavallet et al. (2000) que observaram, após a 

microbiolização de sementes, um aumento significativo na produtividade de grãos na 

cultura de milho. Já no estudo realizado por Araujo e Guerreiro (2010), foi constatado 

que linhagens de Bacillus foram eficazes como promotoras de crescimento também 

em milho. Em outro exemplo, os metabólitos e hormônios vegetais produzidos pela 

linhagem de B. subtilis (AP-3) promoveram incrementos na nodulação e rendimento 

da soja no campo (ARAÚJO et al., 2005). Clemente et al. (2016) notou um expressivo 

aumento na produtividade em lavoura de cenoura após a aplicação de composto 

fermentado com linhagens selecionadas de Bacillus sp. 

Como agentes de controle biológico contra pragas e doenças várias linhagens 

de Bacillus, podem ser utilizados. No controle de pragas B. thuringiensis é mais 

amplamente utilizado, pois podem produzir diversos tipos de toxinas com 

especificidade seletiva para diferentes espécies de insetos (MADIGAN et al., 2016). 

B. thuringiensis produz uma proteína cristalizada durante o processo de esporulação. 

Esta proteína é uma protoxina convertida em toxina no intestino de lepidópteros, o que 

torna uma eficaz solução para o controle de Helicoverpa armigera, uma importante 

praga da cultura da soja, milho e algodão (WANG et al., 2016; LUO et al., 2017). Desta 

forma, genes cry que codificam as proteínas cristal ou toxina Bt como é conhecida a 

protoxina, foram introduzidos em variedades de soja, algodão e milho geneticamente 

modificadas para resistência contra o ataque de Anticarsia gemmatalis, H. Armigera, 

entre outras (DOVRAT; AHARONI, 2016; WANG et al., 2016). 
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Algumas espécies de Bacillus, como B. firmus (GENG et al., 2016), B. cereus 

(ZHANG, 2016) e B. subtilis (RAO et al., 2017) foram reportadas como altamente 

efetivas no controle de nematoides parasitas de plantas. De forma geral, as 

endotoxinas produzidas por estes microrganismos interferem no ciclo reprodutivo dos 

nematoides, reduzindo a ovoposição e eclosão de juvenis. Assim, estas linhagens de 

Bacillus atuam como biocontroladores da população de nematoides e podem ser 

empregados no manejo de diversas culturas para reduzir os efeitos deletérios 

causados pelo parasita (GENG et al., 2016; ZHANG et al., 2016; CIANCIO et al. 2016; 

RAO et al., 2017). 

No controle de doenças de plantas causadas principalmente por fungos 

fitopatogênicos, o gênero Bacillus é largamente empregado como um importante 

agente de antagonismo. A podridão de raiz e haste causada pelo patógeno 

Phytophthora sojae é uma destrutiva doença na cultura da soja. Apesar da gravidade 

das perdas causadas por este oomiceto, não existem métodos efetivos disponíveis 

para controlar esta doença (QIAO et al. 2013). Porém, Lu et al. (2017) mostraram que 

B. altitudinis pode efetivamente reduzir a infectividade de P. sojae, devido a produção 

de espécies reativas de oxigênio e deposição de calose, em plantas de soja. Este 

resultado mostra uma promissora perspectiva no controle de P. sojae, embora testes 

em campo ainda devam ser reproduzidos. 

O fungo Fusarium graminearum, um dos principais patógenos de cereais, é 

responsável por grandes perdas econômicas em diversos cultivos de grãos e, além 

disso, causa problemas para a saúde humana e animal (BRESSO et. al., 2016). Para 

controlar este fitopatógeno, Palazzini et al. (2016) selecionou uma linhagem de B. 

subtilis isolado de planta de trigo com forte potencial de antagonismo e biocontrole 

contra infecções ocasionadas por F. graminearum. 

León et al. (2009) selecionaram uma linhagem de B. amyloliquefaciens isolada 

da rizosfera de plantação de soja que foi capaz de inibir o patógeno Pythium ultimum, 

um oomiceto responsável pela podridão de raízes e tombamento do caule em plantas 

de soja. Da mesma forma, Zhang e Xue (2010) selecionaram uma estirpe de B. subtilis 

capaz de promover uma forte inibição contra Sclerotinia sclerotiorum, agente causador 

da podridão do caule, também em plantas em soja. Calvo et al. (2017) selecionaram 

uma linhagem de Bacillus amyloliquefaciens com forte ação inibitória contra 

patógenos de pós-colheita de laranja, maçã, uva, pêssego e ameixa. B. 

amyloliquefaciens é capaz de produzir forte ação antifúngica in vitro e in vivo contra 
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Botrytis cinerea, Monilinia fructicola, Monilinia laxa, Penicillium digitatum, P. expansum 

e Penicillium italicum. Outra linhagem de B. amyloliquefaciens (PGPBACCA1) foi 

identificada como um eficaz agente de controle biológico para sementes de feijão 

(Phaseolus vulgaris L.) contra os patógenos Aspergillus spp., Penicillium spp., 

Fusarium spp., Cladosporium spp. e Rizhopus spp., Sclerotium rolfsii, S. sclerotiorum, 

Rhizoctonia solani, F. solani e Penicillium spp. (TORRES et al., 2017). 

Em um estudo realizado por Senthilkumar et al. (2010), uma linhagem de 

Bacillus spp. mostrou forte inibição de patógenos de solo causadores de podridão em 

plantas de soja. Além de atuar como promotor de crescimento em plantas e aumentar 

a taxa de germinação, a estirpe selecionada foi capaz de inibir o crescimento de 

Rhizoctonia bataticola, Macrophomina phaseolina, Fusarium udam e S. rolfsii. 

Assim, a utilização de espécies de Bacillus como promotoras de crescimento e 

agente de controle biológico para diversas culturas agrícolas, proporciona um método 

atrativo, eficiente e ambientalmente menos agressivo que defensivos e fertilizantes 

químicos, o que torna a prática da utilização de bioagentes uma alternativa mais 

sustentável nos âmbitos econômicos e ambiental (SHAFI et al., 2017). 
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RESUMO 10 

Apesar de diversas práticas de controle de doenças de plantas terem sido 11 

desenvolvidas ao longo dos anos para evitar prejuízos econômicos, a utilização dos 12 

fungicidas é o principal método de controle adotado e, na maioria das situações, 13 

utilizado de maneira exclusiva, com demasiadas aplicações sequenciais. No entanto, 14 

essa forma de posicionamento tem gerado graves problemas ambientais, de 15 

contaminação de alimentos e selecionado populações de patógenos resistentes a 16 

estas moléculas. Desta forma, novas práticas têm sido testadas para substituir ou 17 

diminuir a utilização destes produtos, entre elas as relacionadas ao controle biológico, 18 

principalmente mediante aplicações de produtos à base de Bacillus. Assim, o objetivo 19 

deste trabalho foi avaliar, em condições controladas, o potencial de três produtos 20 

formulados a partir de Bacillus subtilis, Bacillus firmus e Bacillus amyloliquefaciens no 21 

controle de Erysiphe diffusa, Podosphaera xanthii, Phakopsora pachyrizhi, Sclerotinia 22 

sclerotiorum, Colletotrichum lindemuthianum, Fusarium solani, Fusarium oxysporum f. 23 

sp. phaseoli e Corynespora cassiicola. No teste de germinação de esporos, realizado 24 

em laminas de vidro, foram depositados a suspensão de esporos dos patógenos e, 25 

em seguida, os produtos avaliados, com posterior incubação. Independentemente da 26 

concentração, todos os produtos inibiram a germinação de P. pachyrizhi, F. solani e 27 

F. oxysporum f. sp. phaseoli, em até 82, 79 e 95%, respectivamente. No teste de 28 

                                            
1 Este capítulo foi redigido em formato de artigo de acordo com as normas da revista Crop 
Protection. 

mailto:dalton.agro@gmail.com
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confronto em cultura pareada, as células dos isolados de Bacillus spp. foram 1 

suspensas e transferidas para as placas contendo o meio de cultura que, 2 

posteriormente, receberam no centro, os propágulos dos patógenos. Todos os 3 

isolados inibiram o crescimento de F. oxysporum f. sp. phaseoli, C. cassiicola e C. 4 

lindemuthianum. No entanto, apenas B. amyloliquefaciens inibiu o crescimento de F. 5 

solani. Em folhas destacadas, foram avaliados os diâmetros das lesões causadas por 6 

S. sclerotiorum e a severidade causada por P. pachyrizhi. B. subtilis e B. 7 

amyloliquefaciens, aplicados de forma preventiva, reduziram a lesão causada por S. 8 

sclerotiorum em até 45%. Os isolados de B. subtilis, B. firmus e B. amyloliquefaciens, 9 

além de reduzirem a germinação dos esporos de P. pachyrizhi em 72, 69 e 82%, 10 

respectivamente, nos testes em folhas destacadas, independente da concentração, 11 

reduziram a severidade da doença em até 96% com a aplicação preventiva, em até 12 

70% com a aplicação simultanea e em até 47% com a aplicação curativa. Nenhum 13 

dos produtos à base de Bacillus controlou o oídio da soja e o oídio da abobrinha em 14 

testes realizados em casa-de-vegetação. Desta forma, esses produtos devem passar 15 

por novos testes, em condições reais de ocorrência da doença para verificar se a 16 

efetividade obtida in vitro também será mantida em campo. 17 

Palavras chave: controle biológico, inibição, doenças de plantas 18 
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1 Introdução 1 

Os problemas fitossanitários causam perdas estimadas entre 31 e 42% em toda 2 

a produção agrícola mundial e, parte destas perdas, são atribuídas às doenças de 3 

plantas (Agrios, 2005). Muitas destas doenças devem ser constantemente estudadas 4 

por exercerem um papel limitante na produção agrícola, como a exemplo de 5 

Sclerotinia sclerotiorum, Corynespora cassiicola e Phakopsora pachyrizhi na cultura 6 

da soja (Sousa et al., 2016; Hartman et al., 2016), Colletotrichum lindemuthianum e 7 

Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli em feijão (Pastor-Corrales e Tu, 1989; Carvalho 8 

et al., 2011) e Fusarium solani em diversas culturas (Tongon e Kasem, 2016). Por 9 

estarem amplamente distribuídos e podendo ser favorecidos frente às mudanças 10 

climáticas, os oídios (Park et al., 2015) devem ser mais atentamente estudados 11 

(Kobori et al., 2011). Apesar das vantagens em se controlar fitopatógenos por meio 12 

da utilização de fungicidas, essa ferramenta não deve ser considerada como 13 

exclusiva, definitiva ou a longo prazo, pois devem ser considerados os seus efeitos 14 

nocivos à saúde humana, ambiental, além da possibilidade de seleção de 15 

microrganismos resistentes e toxidade a organismos não-alvo (Rai e Carpinella, 16 

2006). 17 

As diferenças de sensibilidade entre isolados de importantes patógenos como 18 

F. solani (Al-Sadi et al., 2015), C. cassiicola, (Xavier et al., 2013; Cabral et al., 2016), 19 

F. oxysporum (Petkar et al., 2017), além de relatos de resistência de P. pachyrizhi e 20 

S. sclerotiorum (Schmitz et al., 2013; Zhou et al., 2014) a fungicidas torna prudente o 21 

monitoramento dos fitopatógenos frente a essas moléculas (Wang et al., 2017) e, o 22 

desenvolvimento de novas ferramentas, fundamental para a estabilidade da produção 23 

agrícola. 24 

Neste aspecto, o controle biológico, pela aplicação de microrganismos para o 25 

controle de fitopatógenos, torna-se uma estratégia que pode desempenhar um 26 

importante papel em um programa de manejo integrado (Yuliar et al., 2015). Apesar 27 

do número limitado de publicações da efetividade do controle biológico em campo, 28 

diversas outras publicações relatam a eficiência desse método em condições 29 

controladas e também resultados satisfatórios no campo quando o controle biológico 30 

está integrado em um sistema de manejo (Ellis, 2017). 31 

Nos últimos anos, entre os microrganismos de controle biológico, os das 32 

espécies do gênero Bacillus, têm recebido grande atenção (Zhao et al., 2014). De 33 
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acordo com Gardener (2004), alguns isolados de Bacillus estão entre os mais 1 

eficientes agentes de biocontrole que podem ser desenvolvidos para a 2 

comercialização como biofungicidas, ou ainda, como biofertilizantes (Saharan e 3 

Nehra, 2011). As características destes microrganismos crescerem em uma ampla 4 

faixa de temperatura, colonizarem diversos ambientes, utilizarem diversos compostos 5 

como fonte de energia, capacidade de competição, produção de estruturas de 6 

resistência (endósporos), além da capacidade de produzirem diversos compostos com 7 

atividade antimicrobiana justificam a versatilidade e a procura de isolados de Bacillus 8 

como agentes de controle biológico (Santoyo et al., 2012; Madigan et al., 2016). 9 

Hu et al. (2016), após selecionar por anos isolados de Bacillus, demonstraram 10 

que os isolados de Bacillus subtilis BY-2 e Tu-100, além do isolado de B. megaterium 11 

A6, foram promissores agentes de controle de S. sclerotiorium, inclusive em condição 12 

de campo. Estes isolados colonizam a raiz e apresentam em seu genoma diversos 13 

agrupamentos gênicos responsáveis pela produção de iturina C e D, bacilosina AB e 14 

bacilosina D. Esses autores preveem resultados ainda mais expressivos nos próximos 15 

estudos onde esses isolados serão combinados. Nas buscas por isolados de Bacillus 16 

com potencial para se tornar um agente de controle biológico, além de B. subtilis, 17 

constantemente as espécies B. firmus e B. amyloliquefaciens estão entre os isolados 18 

promissores. Borriss (2016) discorre em sua revisão sobre o isolado de Bacillus 19 

amyloliquefaciens FZB42 e sua capacidade de controlar patógenos como Rhizoctonia 20 

solani e Xanthomonas oryzae, promover crescimento e apresentar 10% do seu 21 

genoma voltado a produção de substâncias antimicrobianas. No trabalho de Vilivelli et 22 

al. (2014), entre as informações sobre o mercado de produtos biológicos, os autores 23 

destacam o isolado B. firmus I-1582, registrado pela Bayer Crop Science para controle 24 

de nematoides, principalmente Belonolaimus longicaudatus, que causa sérios danos 25 

em grama de campos de golfe (Cynodon spp.) (Crow, 2014). 26 

O controle de doenças por Bacillus é atribuído, principalmente, ao mecanismo 27 

de antibiose, pois diversos isolados são reconhecidamente produtores de compostos 28 

bioativos (Cawoy et al., 2011). Além disto, Bacillus sp. atua através da resistência 29 

sistêmica induzida (Ryu et al., 2004), pois estes microrganismos também podem 30 

produzir compostos elicitores da indução de resistência (Henry et al., 2012). 31 

O objetivo deste trabalho foi avaliar, em condições controladas, a eficiência de 32 

três isolados do gênero Bacillus no controle de Erysiphe diffusa, Podosphaera xanthii, 33 
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S. sclerotiorum, P. pachyrhizi, F. solani, F. oxysporum f. sp. phaseoli, C. 1 

lindemuthianum e C. cassiicola. 2 
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2 Material e Métodos 1 

Os isolados de B. subtilis, B. firmus e B. amyloliquefaciens foram fornecidos 2 

pela empresa Stoller do Brasil Ltda. 3 

2.1 Inibição da germinação de esporos de Fusarium solani, Fusarium oxysporum f. 4 
sp. phaseoli, Colletotrichum lindemuthianum e Phakopsora pachyrhizi. 5 

Para avaliar o efeito dos produtos à base de Bacillus spp. sobre a germinação 6 

de esporos de F. solani, F. oxysporum f. sp. phaseoli, C. Lindemuthianum e 7 

Phakopsora pachyrhizi alíquotas de 10 µL de uma suspensão contendo 1 x 105 8 

esporos/mL de cada patógeno foi depositada em lâmina de vidro, juntamente a uma 9 

alíquota de 10 µL contendo o dobro da concentração de cada produto, para assim ser 10 

obtido uma gota de 20 µL com as concentrações de 1x107, 1x106 e 1x105 UFC.mL-1 11 

de B. subtilis e de B. firmus, e 1x108, 1x107 e 1x106 UFC.mL-1 para B. 12 

amyloliquefaciens. Os isolados de Bacillus foram multiplicados em meio líquido, sendo 13 

a informação da formulação não fornecida. As lâminas foram mantidas no escuro por 14 

4 horas para P. pachyrhizi e 24 horas para C. lindemuthianum, F. solani e F. 15 

oxysporum f. sp. phaseoli. Todos os patógenos foram incubados a 22 ± 2 ºC. O 16 

processo de germinação foi interrompido com a adição de 10 µL de lactofenol. O 17 

número de esporos germinados foi avaliado considerando a contagem de 100 esporos 18 

por repetição. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com três 19 

repetições, sendo cada repetição constituída por uma lâmina de vidro com duas gotas. 20 

2.2 Inibição do crescimento micelial de Fusarium solani, Fusarium oxysporum f. sp. 21 
phaseoli, Corynespora cassiicola e Colletotrichum lindemuthianum 22 

F. solani, F. oxysporum f. sp. phaseoli, C. lindemuthianum e C. cassiicola foram 23 

multiplicados em meio batata-dextrose-ágar (BDA) e incubados por sete dias para a 24 

obtenção de inóculo para instalação dos ensaios. Os isolados de B. subtilis, B. firmus 25 

ou B. amyloliquefaciens foram multiplicados em BDA e, após três dias de incubação, 26 

foi adicionado em cada placa 5 mL de água destilada estéril e, com o auxílio de uma 27 

alça de Drigalski as células foram suspensas. 28 

Para realizar a transferência da suspensão dos agentes de biocontrole, a borda 29 

de um funil de vidro de 60 mm de diâmetro, esterilizada, foi imersa na suspensão dos 30 

isolados dos antagonistas e encostada suavemente na superfície do meio BDA, em 31 
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placas de Petri de 90 mm de diâmetro. Em seguida, um disco de meio BDA de 5 mm 1 

de diâmetro, contendo os propágulos de cada patógeno, foi depositado no centro de 2 

cada placa. As placas foram mantidas no escuro a 25 oC. Os crescimentos dos 3 

patógenos foram avaliados diariamente para F. solani por seis dias, e a cada dois dias 4 

para F. oxysporum f. sp. phaseoli, C. lindemuthianum e C. cassiicola, sendo realizadas 5 

quatro avaliações cada. Cada ensaio foi composto por cinco repetições. 6 

2.3 Controle do mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum) em folhas destacadas 7 

Trifólios de plantas de soja da cultivar BRS 316RR foram coletados e 8 

acondicionados em placas de Petri de 15 cm de diâmetro. Os antagonistas foram 9 

aplicados nas concentrações de 1x107, 1x106 e 1x105 UFC.mL-1 para B. subtilis e B. 10 

firmus, e 1x108, 1x107 e 1x106 UFC.mL-1 para B. amyloliquefaciens. Os isolados de 11 

Bacillus foram multiplicados em meio líquido, sendo a informação da formulação não 12 

fornecida. Comparativamente foi aplicado o fungicida procimidona (5 g L-1) e água 13 

destilada como testemunhas. Os produtos foram aplicados 24 horas antes da 14 

inoculação (Preventivo), simultânea e 24 horas depois da inoculação (Curativo) do 15 

patógeno. A inoculação foi realizada com um disco de micélio de S. sclerotiorum com 16 

10 dias de idade sobre cada unifólio. Após a aplicação dos produtos as placas foram 17 

dispostas em sala de crescimento a 22 ± 2ºC com fotoperíodo de 12 horas. A avaliação 18 

foi realizada quatro dias após a inoculação medindo o diâmetro da área lesionada em 19 

duas direções perpendiculares. O ensaio foi arranjado em esquema fatorial, sendo 20 

utilizado onze tratamentos e três momentos de aplicação dos antagonistas, com 21 

quatro repetições. 22 

2.4 Controle da ferrugem da soja (Phakopsora pachyrhizi) em folhas destacadas  23 

A metodologia utilizada foi adaptada da proposta pelo Fungicide Resistance 24 

Action Committee (FRAC), onde unifólios de folhas de soja cultivar BRS 316RR, 25 

completamente desenvolvidos, foram coletados, lavados e tiveram as bases dos 26 

pecíolos envolvidas com algodão umedecido. Esses unifólios foram colocados com 27 

face abaxial para cima e arranjados em placas de Petri contendo dois papéis de filtro 28 

saturados com água destilada. As folhas foram pulverizadas com os produtos 29 

contendo os isolados de B. subtilis, B. firmus e B. amyloliquefaciens nas 30 

concentrações de 1x107, 1x106 e 1x105 UFC.mL-1 para B. subtilis e B. firmus, e 1x108, 31 
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1x107 e 1x106 UFC.mL-1 para B. amyloliquefaciens, até o ponto de escorrimento. Os 1 

isolados de Bacillus foram multiplicados em meio líquido, sendo a informação da 2 

formulação não fornecida. As aplicações foram simulando condições de controle 3 

preventivo e curativo e também foram aplicados simultaneamente à inoculação do 4 

patógeno. Os unifólios foram inoculados com uma suspensão de P. pachyrhizi 5 

contendo 105 uredosporos/mL e 0,1% de Tween. As placas foram mantidas em 6 

câmara com fotoperíodo de 12 h, por 14 dias a 22 °C e avaliadas quanto a severidade 7 

por meio de uma escala diagramática (Godoy et al., 2006), com seis variações de 8 

severidade que correspondem a 0,6; 2,0; 7,0; 18,0; 42,0 e 78,5% de severidade. O 9 

ensaio foi arranjado em esquema fatorial, sendo utilizado onze tratamentos e três 10 

momentos de aplicação, com quatro repetições. 11 

2.5 Controle do oídio da soja (Erysiphe diffusa) em plantas mantidas em casa-de-12 
vegetação 13 

O estudo foi realizado em condições controladas de casa-de-vegetação com a 14 

cultivar BRS 316RR que possui as seguintes características: hábito de crescimento 15 

determinado, grupo de maturidade 6,5, resistente ao cancro da haste (Diaporthe 16 

phaseolorum f. sp. meridionalis), podridão de Phytophthora (Phytophthora sojae) e a 17 

mancha olho de rã (Cercospora sojina). As plantas foram desenvolvidas em vasos de 18 

2,5 litros contendo uma mistura (1:1) de solo e substrato (casca de pinus + carvão) e 19 

fertilizadas com 10 g de fertilizante NPK (10.10.10). As plantas foram mantidas em 20 

uma casa-de-vegetação livre de inóculo do patógeno até o estádio fenológico V3. 21 

Nesse estádio, as plantas foram pulverizadas com os produtos à base de B. subtilis, 22 

B. firmus e B. amyloliquefaciens (Stoller do Brasil Ltda. - os isolados de Bacillus foram 23 

multiplicados em meio líquido, sendo a informação da formulação não fornecida.), nas 24 

concentrações 1x106 UFC.mL-1 para B. subtilis e B. firmus, e 1x107 UFC.mL-1 para B. 25 

amyloliquefaciens, com auxílio de um pulverizador manual. O fungicida Ópera® (Basf, 26 

Schwarzheide, Alemanha) composto pela mistura de estrobilurina (piraclostrobina) e 27 

triazol (epoxiconazol), de ação sistêmica, foi utilizado como padrão, sendo as 28 

pulverizações semanais. Como testemunha foi pulverizada água semanalmente. 29 

Após 24 horas da primeira pulverização, as plantas foram transferidas para 30 

outra casa-de-vegetação contendo plantas de soja com alta infestação de oídio. As 31 

plantas foram distribuídas ao acaso entre as doentes, além da redistribuição semanal 32 

após as pulverizações dos produtos. Para assegurar que as plantas receberam 33 
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uniformemente a inoculação do patógeno, ventiladores foram utilizados para a 1 

disseminação do inóculo. Os potenciais bioagentes foram pulverizados semanalmente 2 

durante quatro semanas. 3 

As avaliações da severidade da doença (porcentagem de área foliar com 4 

sintomas de oídio) iniciaram com o aparecimento dos primeiros sintomas e foram 5 

realizadas a cada 10 dias até as plantas atingirem o estádio R3, ou seja, início da 6 

formação das vagens, totalizando quatro avaliações. As avaliações da severidade 7 

foram realizadas em todas as folhas centrais de cada trifólio com auxílio da escala 8 

diagramática proposto por Mattiazzi (2003), com oito variações de severidade que 9 

correspondem a 0,62; 1,47; 3,29; 7,7; 20,14; 27,05; 43,65 e >60% de severidade. A 10 

partir destes dados, foi calculada a severidade média por planta em cada avaliação. 11 

Posteriormente, foi calculada a área abaixo da curva do progresso da doença 12 

(AACPD) (Campbell e Madden, 1990). O delineamento experimental foi inteiramente 13 

casualizado, com quatro repetições, sendo cada repetição composta de um vaso com 14 

duas plantas. A temperatura na casa-de-vegetação variou de 25 a 32 ºC. 15 

2.6 Controle do oídio da abobrinha (Podosphaera xanthii) em plantas mantidas em 16 
casa-de-vegetação  17 

O estudo foi realizado em condições controladas de casa-de-vegetação. 18 

Plantas de abobrinha (Cucurbita pepo) da cultivar Caserta CAC foram desenvolvidas 19 

em vasos de 2,5 litros contendo uma mistura (1:1) de solo e substrato (casca de pinus 20 

+ carvão) e fertilizadas com 10 g de fertilizante NPK (10.10.10). As plantas foram 21 

mantidas em uma casa-de-vegetação livre de inóculo do patógeno até completarem 22 

21 dias da emergência. Assim, as plantas com, aproximadamente, duas folhas 23 

expandidas, foram pulverizadas com os produtos à base de B. subtilis, B. firmus e B. 24 

amyloliquefaciens (Stoller do Brasil Ltda. - os isolados de Bacillus foram multiplicados 25 

em meio líquido, sendo a informação da formulação não fornecida), nas 26 

concentrações 1x106 UFC.mL-1 para B. subtilis e B. firmus, e 1x107 UFC.mL-1 para B. 27 

amyloliquefaciens com auxílio de um pulverizador manual. O fungicida Ópera® (Basf, 28 

Schwarzheide, Alemanha) composto pela mistura de estrobilurina (piraclostrobina) e 29 

triazol (epoxiconazol), de ação sistêmica, foi utilizado como padrão, sendo as 30 

pulverizações semanais. Como testemunha foi pulverizada água semanalmente. 31 

Após 24 horas da primeira pulverização, as plantas foram transferidas para 32 

outra casa-de-vegetação contendo plantas de abobrinha com alta infestação de oídio. 33 
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As plantas do ensaio foram distribuídas ao acaso entre as plantas doentes e 1 

redistribuídas semanalmente após as pulverizações dos produtos. Para assegurar que 2 

as plantas receberam uniformemente a inoculação do patógeno, ventiladores foram 3 

utilizados para a disseminação do inóculo. Os potenciais agentes de biocontrole foram 4 

pulverizados semanalmente durante cinco semanas. 5 

As avaliações da severidade da doença (porcentagem de área foliar com 6 

sintomas de oídio), de todas as folhas, iniciaram com o aparecimento dos primeiros 7 

sintomas, que surgiram 10 dias após a transferência para a casa-de-vegetação com 8 

plantas doentes, e, seguiram semanalmente, totalizando cinco avaliações. A partir 9 

destes dados, foi calculada a severidade média por planta em cada avaliação. 10 

Posteriormente, foi calculada a área abaixo da curva do progresso da doença 11 

(AACPD) (Campbell e Madden, 1990). O delineamento experimental foi inteiramente 12 

casualizado, com quatro repetições, sendo cada repetição composta de um vaso com 13 

duas plantas. A temperatura na casa-de-vegetação variou de 25 a 32ºC. 14 

2.7 Análise estatística 15 

Todos os ensaios foram realizados duas vezes e, para análise estatística, os 16 

dados foram agrupados, pois apresentavam individualmente os mesmos resultados. 17 

As análises estatísticas foram realizadas pelo teste de comparações múltiplas de 18 

médias de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o programa estatístico SAS® 9.0. 19 
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3 Resultados 1 

3.1 Inibição da germinação de esporos de Fusarium solani, Fusarium oxysporum f. 2 
sp. phaseoli, Colletotrichum lindemuthianum e Phakopsora pachyrhizi 3 

Os resultados dos testes de germinação de esporos mostram que os produtos 4 

testados reduziram significativamente a germinação dos esporos de todos os 5 

patógenos, com exceção do C. lindemutianum (Figura 1). As inibições sobre os 6 

conídios de F. solani com a aplicação dos produtos a base de B. subtilis, B. firmus e 7 

B. amyloliquefaciens atingiram 79, 79 e 81%, respectivamente. Enquanto que as 8 

inibições relacionadas aos conídios de F. oxysporum f. sp. phaseoli foram de até 88, 9 

84 e 95% e dos uredósporos de P. pachyrizhi foram de até 72, 69 e 82%, 10 

respectivamente. As maiores porcentagens de inibição ocorreram quando os produtos 11 

foram aplicados na maior concentração para F. solani e P. pachyrizhi. Não houve essa 12 

relação no ensaio com F. oxysporum f. sp. phaseoli. 13 

3.2 Inibição do crescimento micelial de Fusarium solani, Fusarium oxysporum f. sp. 14 
phaseoli, Corynespora cassiicola e Colletotrichum lindemuthianum 15 

Nos testes de inibição do crescimento micelial, os isolados de B. subtilis, B. 16 

firmus e B. amyloliquefaciens inibiram o desenvolmimento de Fusarium oxysporum f. 17 

sp. phaseoli em 7, 10 e 26%, respectivamente. No entanto, apenas o isolado de B. 18 

amyloliquefaciens que inibiu significativamente o desenvolvimento de F. solani em 19 

27%. Todos os isolados também inibiram o crescimento micelial de C. cassiicola e C. 20 

lindemuthianum em até 41 e 30%, respectivamente. De maneira geral, os confrontos 21 

com o isolado de B. amyloliquefaciens apresentaram as maiores inibições do 22 

desenvolvimento do patógenos (Figura 2 e 3). 23 

3.3 Controle do mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum) em folhas destacadas  24 

Em testes com folhas destacadas, a aplicação preventiva de B. 25 

amyloliquefaciens reduziu em até 43% o diâmetro das lesões causadas por S. 26 

sclerotiorum, enquanto que B. subtilis reduziu em até 45% e B. firmus em 30% (Tabela 27 

1.). Na aplicação preventiva os produtos avaliados obtiveram maior eficiência, com as 28 

diminuições na área lesionada de até 45%, enquanto que o fungicida reduziu em 83%. 29 
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O fungicida procimidona reduziu a severidade do mofo branco em todas as formas de 1 

aplicação. 2 

3.4 Controle da ferrugem da soja em folhas destacadas (Phakopsora pachyrhizi) 3 

Nos testes em folhas destacadas, todos os isolados, independente da 4 

concentração, reduziram a severidade da doença em até 96% com a aplicação 5 

preventiva, em até 70% com a aplicação simultanea e em até 47% com a aplicação 6 

curativa (Tabela 2.). O fungicida reduziu a severidade independente do momento de 7 

aplicação e, de maneira geral, para os produtos biológicos há uma maior eficiencia de 8 

controle quando aplicados de forma preventiva. 9 

3.5 Controle do oídio da soja (Erysiphe diffusa) e da abobrinha (Podosphaera 10 
xanthii) em plantas mantidas em casa-de-vegetação 11 

Os produtos à base de B. subtilis, B. firmus e B. amyloliquefaciens não 12 

reduziram a severidade do oídio da soja e da abobrinha, e também as áreas abaixo 13 

da curva de progresso das doenças em condições de casa-de-vegetação (Figuras 4 14 

e 5, respectivamente). Neste estudo, apenas o fungicida reduziu significativamente a 15 

doença. 16 
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4 Discussão 1 

Os resultados obtidos indicam que os produtos à base de B. subtilis, B. firmus 2 

e B. amyloliquefaciens se mostraram promissores no controle dos fitopatógenos pois, 3 

em testes preliminares, reduziram a severidade da ferrugem da soja (P. pachyrizhi), o 4 

diâmetro das lesões do mofo branco (S. sclerotiorum) e reduziram o desenvolvimento 5 

micelial de F. oxysporum f. sp. phaseoli e C. cassiicola. Apesar de todos os isolados 6 

também reduzirem o desenvolvimento micelial de C. lindemuthianum, nenhum isolado 7 

reduziu a germinação dos conídios deste patógeno. B. amyloliquefaciens também 8 

pode ser considerado promissor em relação a F. solani, pois reduziu seu 9 

desenvolvimento micelial e germinação dos esporos. 10 

A principal vantagem dos produtos testados nestes estudos é em relação a 11 

formulação, pois todos encontravam-se em meio líquido e, neste tipo de formulação 12 

são encontrados, além das células, os metabólitos produzidos por espécies do gênero 13 

Bacillus (Kumar et al., 2014). Essa combinação pode ser responsável pela ação 14 

imediata destes produtos na inibição da germinação dos esporos de P. pachyrhizi, F. 15 

solani e Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (Figura 1.). Apesar dos metabólitos não 16 

terem sido qualificados ou quantificados, é reconhecido na literatura que Bacillus spp. 17 

possui efeito antagônico a fitopatógenos (Dalal e Kulkarni, 2013) atribuído, 18 

principalmente, à produção de açúcares aminados e lipopeptídeos (Ongena e 19 

Jacques, 2008; Cawoy et al., 2011; Bettiol et al., 2012) com capacidade de causar o 20 

rompimento de membranas celulares (Frac e Jezierska-Tys, 2010). Os metabolitos 21 

produzidos por Bacillus são considerados termicamente estáveis, possuem atividade 22 

em uma ampla faixa de pH (Li et al., 2012) e efeito antimicrobiano duradouro na 23 

superfície foliar (Wagacha et al., 2007) que podem justificar os resultados nos testes 24 

de folhas destacadas em relação ao diâmetro da lesão de S. sclerotiorum e a 25 

severidade de P. pachyrizhi (Tabelas 1 e 2). 26 

Resultados similares de inibição da germinação de esporos (superior a 70%) e 27 

diminuição da severidade (superior a 90%) de P. pachyrizhi em folhas destacadas 28 

foram encontrados por Dorighello et al., 2015 ao utilizar os isolados de B. subtilis QST 29 

713 e Bacillus pumilus QST 2808. Também são relatados por Rahman et al., (2016) e 30 

por Sun et al., (2017) os isolados de B. amyloliquefaciens (RBN-88 e RBN 92) e B. 31 

subtilis (LHS11 e FX2), respectivamente, são antagônicos a S. sclerotiorum por 32 

produzirem substâncias que causam deformações no micélio e o rompimento celular. 33 
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Souza et al. (2015) demonstram que o isolado de B. subtilis (BREIII-107) inibiu, devido 1 

a produção de lipopeptídeos que causaram a ruptura celular, o desenvolvimento 2 

micelial de F. solani, C. cassiicola e C. lindemuthianum em 31, 40 e 53%, 3 

respectivamente. Esses valores são similares aos obtidos no presente estudo, com 4 

inibição destes patógenos, respectivamente, de até 46, 50 e 51% relativo a confronto 5 

com B. amyloliquefaciens. 6 

Estudos realizados por Jensen et al. (2002) demonstraram que o isolado de B. 7 

subtilis GO3 foi eficaz no controle de F. oxysporum f. sp. phaseoli em condições de 8 

casa-de-vegetação e campo, além de promover aumento de até 31% na produtividade 9 

do feijoeiro. Apesar destes resultados, os autores relatam uma maior consistência de 10 

resultados nas condições de vegetação e, em condições de campo, no ano onde 11 

ocorreram condições ambientais favoraveis ao patógeno, o efeito do isolado não foi 12 

evidente. Essas informações reforçam a necessidade da integração dos métodos de 13 

controle para que, em condições altamente favoráveis a doença, não ocorram 14 

prejuízos economicos. Apesar dos produtos testados não terem reduzido o progresso 15 

do oídio da soja e oídio da abobrinha , outros isolados de Bacillus podem ser 16 

prospectados, pois nossos resultados não estão em conformidade com a literatura 17 

onde B. amyloliquefaciens S13-3 (Yamamoto et al., 2015) reduziu a severidade do 18 

oídio do tomate (Oidium neolycopersici) e B. amyloliquefaciens LJ02 (Li et al., 2015) 19 

reduziu a severidade do oídio do pepino (Sphaerotheca fuliginea) através da indução 20 

de resistência sistêmica. Também no trabalho realizado por Cai et al. (2017), o 21 

controle do oídio do trigo (Blumeria graminis) foi mediado pelo isolado de Bacillus 22 

valezensis CC09 que possui em seu genoma diversos agrupamentos de genes 23 

responsáveis pela produção de surfactina, iturina, bacilosina, entre outros. 24 

Nos estudos envolvendo agentes de controle biológico e na experimentação 25 

agrícola de modo geral, os testes se iniciam em condições controladas e os agentes 26 

promissores devem, posteriormente, ser testados no campo, pois nem sempre a 27 

correlação entre ensaios in vitro e in vivo são observadas (Bettiol, 1991; Ghini e 28 

Nakamura, 2001). Como exemplo, nos ensaios realizados por Dorighello et al., (2015), 29 

a eficiência do isolado de B. subtilis QST 713 em controlar a ferrugem da soja diminuiu 30 

à medida que os testes passaram de condições controladas para a condição de 31 

campo. Portanto, novos testes considerando as situações reais de ocorrência destas 32 

doenças, devem ser realizados, pois não é possível estabelecer nos testes em 33 

condições controladas as mesmas variáveis que afetam o campo, como amplas 34 
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variações ambientais de temperatura, umidade e radiação ultravioleta que irão afetar 1 

microrganismos de ocorrência natural, além dos agentes de controle biológico. 2 

Além disso, o sucesso no controle de doenças de plantas por produtos 3 

biológicos pode estar atrelado a, pelo menos, cinco aspectos que devem ser 4 

considerados: 1) homogeneidade de aplicação; os produtos aplicados em condições 5 

de campo devem atingir de maneira homogênea todo dossel, uma vez que, de 6 

maneira geral, o posicionamento do produto no terço médio e inferior do dossel ficam 7 

comprometidos (Cunha et al., 2006); 2) Momento de aplicação; de acordo com Reiss 8 

e Jorgensen (2017) e Twizeyimana e Hartman (2017), este aspecto pode ser decisivo 9 

para o sucesso do controle e a aplicação deve ser direcionada para o momento de 10 

maior vulnerabilidade do patógeno, ou seja, antes do estabelecimento da relação 11 

parasitária; 3) Número de aplicações; o trabalho de Baker et al. (1985) relaciona o 12 

controle da ferrugem do feijão (Uromyces phaseoli) com o aumento do número de 13 

aplicações passando de uma para três vezes na semana. Hu et al. (2016) apresentam 14 

resultados em que a incidência de S. sclerotiorum diminui com o aumento no número 15 

de aplicações; 4) Concentração do produto; estudos de Mantecón (2008) mostraram 16 

que o controle obtido em condições de campo está relacionada a concentração do 17 

produto aplicado. Neste caso, o aumento da concentração de células de QST 2808 18 

de 6,7 x 106 para 2,7 x 107 UFC/ml foi responsável pelo controle da septoriose da soja 19 

(Septoria glycines). Da mesma forma, Gao et al. (2015) demonstraram que apenas 20 

concentrações superiores de 1 x 107 UFC/ml de B. subtilis E1R-j foram eficientes no 21 

controle do oídio do trigo (Blumeria graminis f. sp. tritici). 5) Formulação; De acordo 22 

com Phae e Sodha (1991), as características do meio de cultivo podem influenciar na 23 

concentração de células e nos metabólitos produzidos por estes microrganismos e, 24 

estas características, podem interferir no controle obtido (Li et., 2013). Essas 25 

informações devem ser consideradas nos próximos estudos para obtenção de dados 26 

redundantes e, de acordo com testes em condições reais de ocorrência da doença, 27 

seja possível a recomendação destes produtos como método efetivo de controle ou 28 

integrante de um pacote de manejo. 29 

 30 
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Tabela 1: Efeito de Bacillus subtilis, Bacillus firmus e Bacillus amyloliquefaciens, em três momentos 1 
de aplicação, sobre o diâmetro (mm) da lesão causada por Sclerotinia sclerotiorum em folhas 2 
destacadas de soja da cultivar BRS 316RR. 3 

Tratamento Concentração 
Momento de aplicação 

Preventivo Simultâneo Curativo 

B. subtilis 

1 x 107 29,2 abB 41,1 aA 24,8 dC 

1 x 106 18,8 cC 35,2 bA 24,4 dB 

1 x 105 29,4 abB 25,1 dC 37,0 abA 

B. firmus 

1 x 107 23,9 bcB 32,5 bcA 24,5 dB 

1 x 106 34,1 aB 41,7 aA 39,3 aA 

1 x 105 34,0 aA 35,3 abA 32,8 bcA 

B. amyloliquefaciens 

1 x 108 20,8 cB 32,8 bcA 31,5 bcA 

1 x 107 19,5 cB 34,3 bcA 31,8 bcA 

1 x 106 28,7 abB 29,0 cdB 33,5 abcA 

Fungicida 5 g/l 5,7 dA 5,3 eA 5,75 eA 

Testemunha Água 34,3 aA 33,3 bcA 29,5 cdB 

Coeficiente de variação                                                                    9,75 

Médias seguidas por letras minúsculas iguais nas colunas e maiúsculas iguais na linha, não 4 
diferem entre si pelo teste de Tukey (0,05 probabilidade). Fungicida = Sumilex® = procimidona 5 
(Sumitomo Chemical Company, Osaka, Japão). 6 

  7 
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Tabela 2: Efeito da aplicação de Bacillus subtilis, Bacillus firmus e Bacillus amyloliquefaciens, em três 1 
momentos de aplicação, na severidade (%) da ferrugem da soja (Phakopsora pachyrhizi) em folhas 2 
destacadas de soja da cultivar BRS 316RR. 3 

Tratamento Concentração 
Momento de aplicação 

Preventivo Simultâneo Curativo 

B. subtilis 

1 x 107 6,1 bcC 30,8 bcdB 46,0 aA 

1 x 106 3,8 bcB 29,5 bcdeA 37,4 abA 

1 x 105 6,0 bcB 22,9 cdeA 24,1 cdA 

B. firmus 

1 x 107 7,0 bcB 21,4deA 27,9 bcdA 

1 x 106 14,3 bB 39,0 bA 19,0 dB 

1 x 105 1,4 cC 33,3 bcdA 20,1 dB 

B. amyloliquefaciens 

1 x 108 1,6 cC 17,2eA 20,9 dA 

1 x 107 1,7 cC 34,1 bcA 23,3 dB 

1 x 106 2,7 bcB 32,7 bcdA 25,5 bcdA 

Fungicida 5 g/l 1,0 cA 1,0 fA 0,6 eA 

Testemunha Água 36,2 aB 57,aA 36,0 abcB 

Coeficiente de variação                                                                   26,8 

Médias seguidas por letras minúsculas iguais nas colunas e maiúsculas iguais na linha, não 4 
diferem entre si pelo teste de Tukey (0,05 probabilidade). Fungicida = Ópera® = piraclostrobina + 5 
epoxiconazol (Basf, Schwarzheide, Alemanha). 6 

  7 
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Figura 1: Germinação de esporos de Fusarium solani (a), Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (b), 1 
Colletotrichum lindemuthianum (c) e Phakopsora pachyrhizi (d) por isolados de Bacillus subtilis, Bacillus 2 
firmus e Bacillus amyloliquefaciens. 3 

 4 

 5 
  6 
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Figura 2: Crescimento micelial de Fusarium solani (a), Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (b), 1 
Corynespora cassiicola (c) e Colletotrichum lindemuthianum (d) em confronto com os isolados de 2 
Bacillus subtilis, Bacillus firmus e Bacillus amyloliquefaciens. 3 

 4 
 5 
  6 
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Figura 3: Área abaixo da curva do progresso da doença para as avaliações do crescimento micelial 1 
de Fusarium solani (a), Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (b), Corynespora cassiicola (c) e 2 
Colletotrichum lindemuthianum (d) em confronto com os isolados de Bacillus subtilis, Bacillus firmus e 3 
Bacillus amyloliquefaciens. 4 

 5 
  6 
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Figura 4: Efeito da aplicação Bacillus subtilis, Bacillus firmus, Bacillus amyloliquefaciens e fungicida 1 
comercial (Piraclostrobina + Epoxiconazol) sobre a severidade (a) e área abaixo da curva de 2 
progresso da doença (b) do oídio da abobrinha (Podosphaera xanthii) em plantas da cultivar Caserta 3 
CAC cultivadas em casa-de-vegetação. 4 

 5 
  6 
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Figura 5: Efeito da aplicação Bacillus subtilis, Bacillus firmus, Bacillus amyloliquefaciens e fungicida 1 
comercial (Piraclostrobina + Epoxiconazol) sobre a severidade (a) e área abaixo da curva de 2 
progresso da doença (b) do oídio soja (Erysiphe diffusa) em plantas da cultivar BRS 316RR 3 
cultivadas em casa-de-vegetação. 4 

 5 
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 10 

RESUMO 11 

A utilização de microrganismos na agricultura vem se destacando, principalmente 12 

pela utilização de bactérias do gênero Bacillus, que são aplicadas para o controle 13 

de pragas e doenças, bem como para a promoção de crescimento, resultando em 14 

ganhos produtivos. Desta forma, este trabalho teve como objetivo avaliar o 15 

potencial de Bacillus quanto à antibiose a Sclerotinia sclerotiorum, promoção de 16 

crescimento e atividade das enzimas peroxidase (PO), polifenoloxidade (PPO) e 17 

fenilalanina amônia-liase (FAL) em plantas de soja. Para isso, foi realizada uma 18 

seleção para verificar o antagonismo de Bacillus em confronto com S. sclerotiorum 19 

e outro para verificar o efeito da promoção de crescimento das plantas. Os isolados 20 

selecionados como promissores foram, posteriormente, avaliados em casa-de-21 

vegetação em relação a capacidade de promover crescimento e aumentarem a 22 

atividade das enzimas relacionadas à defesa das plantas através da inoculação de 23 

sementes, com ou sem a co-inoculação do Bradyrhizobium japonicum. Os 24 

resultados demonstraram que a seleção realizada in vivo para promotores de 25 

crescimento foi eficiente, pois todos os isolados selecionados diferiram da 26 

testemunha em pelo menos um dos componentes avaliados. Apesar de apenas o 27 

                                            
2 Este capítulo foi redigido em formato de artigo de acordo com as normas da revista Crop 
Protection. 
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isolado de Bacillus AP-25 (Bacillus subtilis subsp. inaquosorum) ter aumentado a 1 

atividade da PO, este e os demais inibiram em mais de 30% o crescimento de S. 2 

sclerotiorum. Assim, existe potencial para que os isolados selecionados possam 3 

ser utilizados como promotores de crescimento na cultura da soja, além de 4 

poderem exercer papel do controle desta doença. 5 

Palavra-chave: Promoção de crescimento, Bacillus, Soja. 6 
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1 Introdução 1 

As bactérias do gênero Bacillus compõe parte significativa dos produtos 2 

biológicos comercializados no mundo (Gutierrez-Manero et al., 2003). Isso se deve 3 

a sua distribuição cosmopolita (Claus e Barkeley, 1986), versatilidade em produzir 4 

diversas substâncias de interesse vegetal como fito-hormônios e solubilizadores 5 

minerais (Calvo et al., 2010; Huang et al., 2014) e a capacidade de controlar 6 

patógenos importantes como Sclerotinia sclerotiorum (Rahman et al., 2016). 7 

S. sclerotiorum é um fungo necrotrófico que causa prejuízos a importantes 8 

culturas, principalmente, na cultura na soja, pois o fungo encontra-se amplamente 9 

distribuído entre os maiores produtores mundiais do grão, incluindo os Estados 10 

Unidos, Brasil e Argentina, entre outros (Wrather et al., 2001). Nos últimos anos, 11 

diversos microrganismos de controle biológico têm sido selecionados por 12 

apresentarem potencial no controle deste patógeno, entre eles Clonostachys rosea 13 

(Rodríguez et al., 2015), Trichoderma harzianum (Zhang et al., 2016) e, 14 

principalmente, isolados de Bacillus (Hu et al, 2016; Sun et al., 2017) devido à 15 

facilidade de multiplicação, estabilidade do formulado (Meng et al., 2015) e por 16 

produzirem substâncias antimicrobianas estáveis termicamente e com ação em 17 

uma ampla faixa de pH (Li et al., 2012, Kurata et al., 2017). 18 

As bactérias do gênero Bacillus podem ser consideradas rizobactérias 19 

promotoras de crescimento em planta (RPCP) (Lugtenberg e Kamilova, 2009), pois 20 

apresentam habilidade de colonizar a rizosfera e promover o crescimento vegetal 21 

(Compant et al., 2010). As rizobactérias são essenciais para a reciclagem de 22 

nutrientes (Glick, 2012) e possuem potencial como biofertilizantes (Saharan e 23 

Nehra, 2011) para incremento da produtividade, além de poder beneficiar a planta 24 

durante períodos de estresses (Kavamura et al., 2013). Como RPCP, estudos 25 

realizados por Jain et al. (2016) mostraram que isolados de Bacillus podem 26 

incrementar, em soja, o peso fresco da parte aérea e da raiz, além de aumentar o 27 

número de raízes laterais. Mena-Violante e Olalde-Portugal (2007) verificaram 28 

aumento do tamanho e melhoria da textura de frutos de tomate com o uso de B. 29 

subtilis BEB-13. Ainda com tomateiro, utilizando B. pumilus 48 foi observado 30 

incrementos na altura das plantas nos estágios iniciais do desenvolvimento (Silva 31 
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et al., 2008), além do relato do aumento de 145% na velocidade de germinação das 1 

sementes (Kefela et al., 2015) e aumento na absorção de nutrientes. 2 

Bai et al. (2002) demonstraram versatilidade destes microrganismos, pois a 3 

sua utilização em co-inoculação com Bradyrhizobium japonicum foi responsável 4 

pelo incremento de biomassa e produtividade em plantas de soja. Também a co-5 

inoculação de RPCP com Rhizobium phaseoli em feijão aumentou a absorção de 6 

fósforo e matéria seca (Stajković et al., 2011). 7 

Parte dos mecanismos responsáveis por esses efeitos foram demonstrados 8 

por Pinglan et al. (2015) que, ao analisar o genoma do isolado de B. 9 

amyloliquefaciens L-H15, verificaram genes responsáveis pela produção de ácido 10 

indolacético (AIA), acetoina, além de iturina A e formação de biofilme. Além disso, 11 

algumas cepas de B. subtilis são capazes de produzir a enzima fosfatase e 2,3 12 

butanediol (Kanchiswamy et al., 2015) e estimularem enzimas relacionadas à 13 

defesa da planta, como PO, PPO e FAL (Jetiyanon, 2007), tornando esses 14 

microrganismos promissores agente de biocontrole e RPCP. 15 

Assim, estes microrganismos podem impulsionar ganhos produtivos na 16 

cultura da soja. Dessa forma, o presente estudo teve por objetivos realizar a 17 

seleção de isolados de Bacillus antagonistas a S. sclerotiorum e com capacidade 18 

de promover crescimento em plantas de soja. 19 
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2 Material e Métodos 1 

2.1 Seleção de isolados de Bacillus antagônicos a Sclerotinia sclerotiorum 2 

O isolado de S. sclerotiorum pertencente a coleção da Embrapa Meio 3 

Ambiente foi multiplicado em meio batata-dextrose-ágar (BDA) e incubado por 4 4 

dias a 25 ± 2ºC para a obtenção do inóculo para a realização dos estudos. Destas 5 

placas, foram retirados discos de micélio de 5 mm que foram, em seguida, 6 

dispostos no centro das placas de Petri (90 x 15 mm) contendo BDA para confronto 7 

com os isolados de Bacillus spp. 8 

Em placas de Petri contendo BDA foram multiplicados138 isolados de 9 

Bacillus spp. e incubados por 2 dias a uma temperatura de 25 ± 2 ºC. Após a 10 

incubação, as placas receberam 5 mL de água destilada esterilizada e as colônias 11 

foram suspensas, com auxílio de uma alça de uma alça de Drigalski. Para realizar 12 

a transferência das suspensões de Bacillus para as placas contendo o disco de 13 

micélio, a borda de um funil de vidro de 60 mm de diâmetro, esterilizada, foi imersa 14 

na suspensão dos isolados e suavemente encostada na superfície de meio BDA, 15 

como um carimbo, em torno do disco de micélio. As placas com os discos de micélio 16 

de S. sclerotiorium e os isolados de Bacillus foram mantidas a 25 ± 2ºC. O 17 

crescimento do patógeno foi avaliado quando, na placa sem qualquer confronto, o 18 

patógeno atingia 60 mm de diâmetro. Cada ensaio foi composto por quatro 19 

repetições (placas) e os resultados transformados em % de inibição pela equação: 20 

Inibição (%) = ((C−T)/C))*100, onde C = crescimento do fungo sem confronto e T = 21 

crescimento do fungo em confronto (Rahman et al., 2016). 22 

2.2 Seleção dos isolados de Bacillus antagônicos a Sclerotinia sclerotiorum para 23 
promoção de crescimento de plantas de soja. 24 

Para verificar o possível efeito dos isolados de Bacillus pertencentes a 25 

coleção da Embrapa Meio, que foram promissores no antagonismo a S. 26 

sclerotiorum, em promoverem o crescimento em plantas de soja através da 27 

inoculação via tratamento de sementes, foram realizados estudos em casa-de-28 

vegetação. 29 
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Para o tratamento das sementes, previamente, os isolados de Bacillus spp. 1 

foram cultivados em placas de Petri com meio de cultura BDA por 1 dia. Essas 2 

placas receberam 5 ml de solução salina (0,85% NaCl) para suspensão das 3 

colônias bacterianas e, em seguida, esta suspensão foi calibrada para 108 células 4 

mL-1 em espectrofotômetro (DO550=0,1) através de diluições seriadas. As 5 

sementes desinfestadas por 30 segundos em solução de álcool etílico 70% e 2 6 

minutos em hipoclorito de sódio a 0,5%, foram imersas por cerca de 3 minutos nas 7 

suspensões bacterianas, retiradas e colocadas sobre gase para secar. As 8 

sementes do tratamento controle, sem inoculação da bactéria, foram imersas pelo 9 

mesmo período na solução salina a 0,85% esterilizada. 10 

Três ensaios foram realizados utilizando as sementes tratadas com os 11 

isolados que apresentaram inibições significativas, in vitro, para S. sclerotiorium. 12 

Os dois primeiros ensaios foram arranjados em esquema fatorial (20x2), sendo 13 

utilizados 19 isolados e a testemunha (sem bactéria) e duas cultivares distintas 14 

(BMX POTÊNCIA RR e BRS 113), com quatro repetições. O terceiro ensaio seguiu 15 

o delineamento inteiramente casualizado com 20 isolados e a testemunha (sem 16 

bactéria) com quatro repetições, sendo utilizada apenas a cultivar BMX POTÊNCIA 17 

RR. 18 

A cultivar BMX POTÊNCIA RR apresenta as seguintes características: grupo 19 

de maturação 6,7; com hábito de crescimento indeterminado; alto índice de 20 

ramificação; resistente ao acamamento; resistente ao cancro da haste (Diaporthe 21 

phaseolorum f. sp. meridionalis) e a podridão de Phytophthora (Phytophthora 22 

sojae); moderadamente resistente a mancha olho de rã (Cercospora sojina) e 23 

suscetível a pústula bacteriana (Xanthomonas axonopodis pv. glycines). Enquanto 24 

a cultivar BRS 113 pertence ao grupo de maturação 7.3 com hábito de crescimento 25 

determinado, resistência parcial ao acamamento, resistente ao cancro da haste 26 

(Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis), suscetível a podridão de Phytophthora 27 

(Phytophthora sojae) e resistente a mancha olho de rã (Cercospora sojina). 28 

Cinco sementes de cada cultivar foram semeadas por vaso de 400 mL com 29 

substrato composto de areia e solo de cultivo, na proporção 1:1, autoclavado e, 30 

após a germinação, foi realizado um desbaste, mantendo em cada vaso as duas 31 

plântulas mais vigorosas. As avaliações foram realizadas após 21 dias, com as 32 
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plantas sendo avaliadas quanto à altura, peso fresco da parte aérea e peso fresco 1 

de raiz. 2 

2.3 Ensaio em casa-de-vegetação com oito isolados selecionados como 3 
promissores ao antagonismo a Sclerotinia sclerotiorum e para promoção de 4 
crescimento. 5 

Oito isolados foram selecionados nos estudos anteriores e avaliados em 6 

casa-de-vegetação para determinar se esses isolados promoveriam o crescimento 7 

em co-inoculação com Bradyrhizobium japonicum e estimulariam enzimas 8 

relacionadas a defesa. Os tratamentos foram arranjados em esquema fatorial (9x2), 9 

sendo utilizado oito isolados e a testemunha (sem a bactéria), com ou sem 10 

inoculação de B. japonicum (produto comercial Masterfix®), com 10 repetições. 11 

Para o tratamento das sementes com os isolados de Bacillus foi utilizada a mesma 12 

metodologia descrita no item anterior. 13 

Cinco sementes foram semeadas por vaso com capacidade de 400 mL 14 

contendo substrato composto de areia e solo de cultivo, na proporção 1:1, 15 

autoclavado. Após a disposição das sementes no substrato, foi realizada a 16 

inoculação de B. japonicum, com o auxílio de uma pipeta, dispensando sobre cada 17 

semente 10 µL do produto comercial contendo 108 UFC mL-1. Após a germinação, 18 

foi realizado um desbaste, mantendo em cada vaso as duas plântulas mais 19 

vigorosas da cultivar BMX POTÊNCIA RR. 20 

As avaliações foram realizadas aos 21 e 28 dias após a semeadura. As 21 

plantas foram avaliadas quanto à altura, peso fresco da parte aérea e peso fresco 22 

de raiz, peso seco da parte aérea e peso seco da raiz e níveis de clorofila, através 23 

do medidor portátil SPAD-502 Plus. Para o peso seco da parte aérea e da raiz, as 24 

partes foram armazenadas em sacos de papel, colocas em estufa a 60 ± 5ºC e 25 

pesadas após 48 horas. Para a avaliação com o medidor de clorofila, as leituras 26 

foram realizadas no folíolo central de dois trifólios. Antes das avaliações, 27 

aproximadamente um grama de tecido foliar fresco foi reservado para a 28 

determinação das enzimas PO, PPO e FAL. 29 
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2.4 Expressão das enzimas Peroxidase (PO), Polifenoloxidade (PPO) e 1 
Fenilalanina amônia-liase (FAL) em folhas de soja 2 

As atividades das enzimas PO, PPO e FAL e proteínas totais foram 3 

determinadas utilizando cinco extratos (repetição) por tratamento para cada 4 

enzima. A análise das enzimas foi realizada utilizando-se as folhas dos trifólios 5 

expandidos que foram coletados 21 e 28 dias após a emergência das plantas de 6 

soja. Imediatamente as folhas foram acondicionadas em envelopes de papel 7 

alumínio e depositadas em nitrogênio líquido e, posteriormente, armazenados em 8 

ultrafreezer a -80ºC até o preparo dos extratos. 9 

Na preparação dos extratos foi utilizado, aproximadamente, 1 g de folhas de 10 

soja de cada repetição que foram maceradas em nitrogênio líquido em um 11 

almofariz, com auxilio de um pistilo. O pó formado foi novamente macerado em 9 12 

mL da solução contendo polivinilpolipirrolidona a 1%, fosfato de sódio 50 mM, pH 13 

6.5 e fluoreto de fenilmetilsulfonila 1 mM (PMSF). Os extratos foram centrifugados 14 

a 11000 rpm, a 4 ºC, durante 25 min para posterior recuperação dos sobrenadantes 15 

que foram depositados em microtubos e armazenados em ultrafreezer a -80ºC 16 

(Baracat-Pereira et al., 2001). 17 

Para a quantificação da atividade das proteínas totais, foi adicionado 20 µL 18 

de extrato para 200 µL de solução de Bradford:Água (7:3) para posterior leitura de 19 

absorbância em espectrofotômetro a 595 nm após 5 minutos. A curva padrão 20 

utilizada para comparação dos dados foi preparada com albumina gerando a 21 

equação y= 2235,1x – 322,03 (R² = 0,9458) com os dados expressos em mg mL-1 22 

de proteína. 23 

A enzima FAL foi quantificada conforme Almeida et al. (2012), com algumas 24 

modificações em relação aos volumes. Antes da leitura a 290 nm, foi preparada 25 

uma solução 90 µL de tampão Borato 100 mM (pH 8,8) e 90 µL de L-fenilalanina 26 

60 mM em tampão borato com posterior adição de 10 µL do extrato. Após 20 27 

minutos de incubação a 37ºC a reação foi interrompida com adição de 15 µL de 28 

HCl 6N (Pascholati et al, 1986; Cakir e Sule, 2009). Os dados foram comparados a 29 

curva-padrão para o ácido cinâmico que gerou a equação y = 163,13x + 10,243 (R² 30 

= 0,9661) com dados expressos em µgác trans cin mg-1 proteína min-1. 31 

A atividade de PPO foi determinada utilizando-se 200 µL de pirocatequina a 32 

20 mM em tampão fosfato de sódio 100 mM, pH 6,8, e 20 µl de extrato. A leitura de 33 
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absorbância foi realizada em espectrofotômetro a 420 nm, em 10 ciclos de 60 1 

segundos. Para o cálculo da atividade foram utilizadas a primeira e última leitura 2 

com os resultados expressos em unidades de PPO mg-1
tecido min-1, sendo que uma 3 

unidade é definida como um incremento de absorbância de 0,001 por minuto de 4 

reação por miligrama de tecido (Duangmal; Apenten, 1999). 5 

A atividade da enzima PO foi determinada pela reação de 20 µL do extrato, 6 

90 µL de tampão fosfato de sódio 0,01 mM, pH 6,5, 90 µL de peróxido de hidrogênio 7 

em 50 mL de tampão fosfato de sódio e 90 µL guaiacol em 25 mL de tampão fosfato 8 

de sódio, com leitura em espectrofotômetro a absorbância a 470 nm, em 20 ciclos 9 

de 30 s, a 30ºC (Hammerschmidt et al., 1982). Os resultados foram expressos em 10 

unidades de PO mg-1 tecido min-1, sendo que uma unidade foi definida como um 11 

incremento de absorbância de 0,01 por min de reação por mg de tecido (Halfeld-12 

Vieira et al., 2006). 13 

2.5 Identificação molecular e análise filogenética dos oito isolados selecionados 14 

Os isolados de Bacillus spp. foram reativados em placas contendo BDA, para 15 

checagem da pureza e viabilidade. Em sequência, os isolados foram repicados em 16 

tubos de ensaio contendo 5 ml de caldo glicose-extrato de levedura, seguindo-se 17 

de incubação por 72 h a 28 °C e 150 rpm. A extração do DNA total das culturas foi 18 

realizada com o kit Ultra Clean® Microbial DNA Isolation MO Bio, de acordo com 19 

especificações do fabricante. O sequenciamento foi realizado utilizando-se o 20 

sequenciador 3500 Genomic Analyzer (Applied Biosystems). As sequências 21 

obtidas foram comparadas com aquelas de linhagens-tipo utilizando-se o servidor 22 

EzTaxon-e. O alinhamento das sequências foi realizado com o programa Clustal W 23 

(Thompson et al., 1994). Árvores filogenéticas foram inferidas utilizando o método 24 

de neighbor-joining, com o programa MEGA 6 – Molecular Evolutionary Genetics 25 

Analysis. 26 

2.6 Testes bioquímicos dos oito isolados selecionados. 27 

Para avaliar a produção de ácido cianídrico (HCN), o método utilizado foi 28 

adaptado de Bakker e Schippers (1987). Os isolados foram multiplicados em 29 

tripticaseína de soja-ágar (TSA) por 96 horas a 28 ± 2ºC e os discos de 5 mm 30 
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contendo o crescimento dos Bacillus foram retirados e inoculados em Placas de 1 

Petri previamente preenchidas com TSA modificado (4g de TSA e 15 g de ágar por 2 

litro de água destilada). Na tampa destas placas foi colocado um disco de papel de 3 

filtro embebido com a solução de ácido pícrico (0,5% v/v) e Na2CO3 (2,0% p/v) sem 4 

contato com o meio de cultura. As placas foram mantidas a 28ºC ± 2ºC por 24 5 

horas. A produção de HCN foi indicado pela mudança de tonalidade do papel 6 

(branco para amarelo ou marrom-alaranjado). 7 

Para avaliar a produção de ácido indolacético (AIA) os isolados foram 8 

multiplicados em TSA acrescido de 1,021 g L-1 de L-triptofano, precursor do AIA, a 9 

28ºC ± 2ºC por 24 horas. Após este tempo, foi colocada uma membrana de 10 

nitrocelulose autoclavada sobre o crescimento de cada isolado e despejado 1mL 11 

de Salkowski (1 mL de solução de FeCl3.6H2O 0,5 mol L-1 em 50 mL de HClO4 12 

35,0%) por placa. A mudança da coloração da membrana de branco para rosado 13 

indica os isolados produtores de AIA. 14 

A solubilização de fosfato foi avaliada transferindo um disco de 5 mm dos 15 

isolados multiplicados em meio TSA para o meio de cultura NBRIP (Nautiyal, 1999) 16 

composto de [10,0 g de glicose, 5,0 g de MgCl2.6H2O, 0,25 g de MgSO4.7H2O, 0,2 17 

g de KCl, 0, (NH4)2SO4), 5,0 g de Ca3(PO4) e 15 g de agar por 1000 mL de água 18 

destilada] e posterior incubação a 28ºC ± 2ºC por sete dias. O aparecimento de um 19 

halo transparente no meio de cultura, em torno dos discos identificou os isolados 20 

solubilizadores de fosfato. 21 

Para avaliar a assimilação de nitrogênio, 100 µl de suspensão de 22 

crescimento de Bacillus, previamente multiplicado em tripticaseína de soja-broth 23 

(TSB) a 28ºC ± 2ºC, foram transferidos em vidros de penicilina preenchidos com 24 

NFB autoclavado [5,0 g de ácido málico, 0,5 g de K2HPO4, 0,2 g de MgSO4.7H2O, 25 

0,1 g de NaCl, 0,002 g de CaCl2.2H2O, 2 mL de solução de micronutrientes (0,04 g 26 

de CuSO4.5H2O, 1,20 g de ZnSO4.7H2O, 1,40 g de H3BO3, 1,00 g de 27 

Na2MoO4.2H2O e 1,175 g de MnSO4.H2O com o acréscimo de 1000 mL de água 28 

destilada), 2 mL de azul de bromotimol (solução de 0,5% em 0,2N KOH); 4 mL de 29 

FeEDTA (solução 1,64%), 1mL de solução de vitaminas (10 mg de biotina, 20 mg 30 

de piridoxol- HCl dissolvidos em banho-maria e com o complemento com água 31 

destilada até completar o volume de 100 mL de solução) e 4,5 g de KOH] com pH 32 

ajustado para 6,5 – 6,8 com a adição de NaOH (Dobereiner et al., 1995; Quecine, 33 
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2010). Estes foram incubados em BOD por sete dias a 28ºC ± 2ºC e avaliados de 1 

acordo com a metodologia proposta por Quecine (2010) com a identificação dos 2 

isolados assimiladores de nitrogênio pelo crescimento no terços médio e inferior do 3 

meio de cultura, com mudança de coloração de verde para azul. 4 

Para avaliar a produção de sideróforos, 100 µl de suspensão de crescimento 5 

de Bacillus multiplicado em tripticaseína de soja-broth (TSB) a 28ºC ± 2ºC foram 6 

transferidos para meio líquido KB (20,0 g de proteose peptona n° 3; 1,5 g de 7 

K2HPO4; 1,5 g de MgSO4.7H2O; 15 mL de glicerol e 1000 mL de água destilada), 8 

em Erlenmeyer mantidos em mesa agitadora, na temperatura de 28 ± 2ºC por sete 9 

dias. Logo 1 mL deste crescimento foi centrifugado durante cinco minutos a 10 

aproximadamente 9500 rpm (Dobereiner et al., 1995). Após a centrifugação, 100 11 

µL do sobrenadante de cada cultura foram adicionados a poços de microplacas 12 

juntamente com 100 µl do reagente Cromo Azurol. Os isolados que apresentaram 13 

a coloração alaranjada ou amarelada foram considerados produtores de 14 

sideroforos. 15 

A catalase foi determinada adicionando 500 µl de Peróxido de hidrogênio e 16 

100 µl de suspensão de crescimento de Bacillus, previamente crescido 28ºC ± 2ºC 17 

em tripticaseína de soja- broth (TSB). Havendo a formação de bolhas o isolado é 18 

considerado catalase positivo (Romeiro, 2001; Maringoni, 2010). 19 

2.7 Análise estatística 20 

As análises estatísticas foram realizadas pelo teste de comparações 21 

múltiplas de médias de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o programa 22 

estatístico SAS® 9.0. 23 
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3 Resultados 1 

3.1 Seleção de isolados antagônicos a Sclerotinia sclerotiorum 2 

O desempenho dos 138 isolados de Bacillus spp. em retardar o crescimento 3 

de S. sclerotiorum foi variável, com inibições que variaram de 0 à 76,73% (Tabela 4 

1.) 5 

3.2 Seleção dos isolados com antagonismo a Sclerotinia sclerotiorum para 6 
promoção de crescimento de plantas de soja. 7 

Os três ensaios realizados em casa-de-vegetação para a seleção de 8 

isolados com potencial para promoção de crescimento, permitiram a seleção de 9 

oito isolados: AP 40, AP 117, AP 51, AP 25, AP 03, QST 713, AP106 e QST 2808. 10 

Esses isolados foram selecionados por proporcionarem às plantas inoculadas, 11 

superioridade significativa em pelo menos um dos componentes avaliados. 12 

 No primeiro ensaio, as plantas da cultivar BMX POTÊNCIA RR inoculadas 13 

com os isolados AP 40 e AP 117 diferiram da testemunha em relação à altura, com 14 

incrementos de 28,5% e 28%, respectivamente. As plantas inoculadas com esses 15 

isolados também apresentaram peso fresco de raiz e peso fresco da parte aérea 16 

superiores aos da testemunha (Tabela 2). Da mesma forma, as plantas da cultivar 17 

BMX POTÊNCIA RR inoculadas com os isolados AP 51 e AP 25 diferiram da 18 

testemunha em relação a peso fresco de raiz, com incrementos de 22 e 26%, 19 

respectivamente (Tabela 2). Com isso, esses isolados foram considerados 20 

promissores e selecionados. 21 

No segundo ensaio, os isolados QST 713 e AP 03 foram selecionados por 22 

proporcionaram as plantas da cultivar BMX POTÊNCIA RR incrementos 23 

significativos em relação a altura (24 e 21%, respectivamente) e ao peso fresco da 24 

parte aérea (75% e 73%, respectivamente) (Tabela 3). 25 

De maneira geral, nos dois ensaios, as plantas da cultivar BMX POTÊNCIA 26 

RR inoculadas com os isolados de Bacillus, apresentavam resultados mais 27 

expressivos em comparação com a cultivar BRS 113. Desta forma, no terceiro 28 

ensaio, apenas a cultivar BMX POTÊNCIA RR foi avaliada. Assim, neste estudo, 29 

os isolados QST 2808 e AP 106, por proporcionaram incremento na altura (30 e 30 
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32%, respectivamente), peso fresco de raiz (21 e 56%, respectivamente) e peso 1 

fresco da parte aérea (11 e 12,5%, respectivamente), foram selecionados como 2 

promissores (Tabela 4). 3 

3.3 Ensaio em casa-de-vegetação com utilização dos oito isolados selecionados 4 
pelo teste de antibiose e promoção de crescimento. 5 

Na avaliação realizada 21 dias após a semeadura, em relação à altura das 6 

plantas, os isolados AP 51, AP 106 e AP 117, apresentaram resultados 7 

significativos com incrementos de até 21% em co-inoculação com B. japonicum e 8 

de até 33% na ausência do inoculante. Todos os isolados, exceto QST 713, 9 

promoveram incremento neste componente na ausência do inoculante, com 10 

eficiência igual ou superior comparado às utilizações em co-inoculação (Tabela 5). 11 

Os isolados AP 51, AP 106 e AP 117 também proporcionaram às plantas 12 

incrementos no peso fresco da parte aérea na ausência do inoculante, além dos 13 

isolados AP 51 e AP 106 também promoverem incrementos em co-inoculação com 14 

B. japonicum (Tabela 5). Além disto, todos os isolados, na ausência do inoculante, 15 

promoveram incrementos no peso seco da raiz e peso seco da parte aérea. Na 16 

avaliação aos 21 dias, não houve resultados significativos na determinação da 17 

atividade da enzima polifenoloxidase (PPO) e Fenilalanina amônia-liase (FAL), 18 

além dos níveis de clorofila . Apenas o isolado AP 25 proporcionou aumento de 19 

102% na atividade da enzima peroxidase (PO) na ausência do inoculante (Tabela 20 

6). 21 

No entanto, na segunda avaliação, realizada 28 dias após a semeadura, não 22 

foram encontrados resultados significativos na atividade da PO, além da PPO. 23 

Apenas os isolados AP 03, AP 25 e QST 713 aumentaram a atividade da FAL em 24 

70, 190 e 174%, respectivamente, em co-inoculação com B. japonicum (Tabela 8). 25 

Nesta avaliação todos os isolados, com exceção de AP 03 e QST 713, promoveram 26 

incrementos nas alturas das plantas de até 35% na ausência do inoculante. No 27 

entanto, não foram constatados incrementos significativos na utilização destes 28 

isolados em co-inoculação com B. japonicum. Apenas o isolado AP 117 promoveu 29 

incremento no peso fresco de raiz em co-inoculação, não havendo diferenças 30 

significativas entre os resultados de peso seco de raiz, parte aérea fresca e seca. 31 
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Os resultados indicam que os isolados AP 51, AP 106 e AP 117, no geral, 1 

foram os que proporcionaram maior número de diferenças significativas entre as 2 

variáveis analisadas. 3 

3.4 Identificação molecular e análise filogenética 4 

De acordo com os resultados do sequenciamento parcial do gene 16S rRNA 5 

(Figura 1) foi possível determinar que o isolado AP 03 tem 99,71 % de similaridade 6 

com Bacillus velezensis (1.498 bp); o isolado AP 25 tem 99,93 % de similaridade 7 

com Bacillus subtilis subsp. inaquosorum (1.494 bp); o isolado AP 40 tem 99,78 % 8 

de similaridade com Bacillus velezensis (1.492 pb); o isolado AP 51 tem 99,71 % 9 

de similaridade com Bacillus velezensis (1.490 bp); o isolado AP 106 apresenta 10 

99,93 % de similaridade com Bacillus siamensis (1.486 pb); e o isolado AP 117 11 

apresenta 99,72 % de similaridade com Bacillus siamensis (1.504 pb). 12 

Com base na análise filogenética os isolados foram agrupados em quatro 13 

diferentes clados e se agrupam basicamente em três diferentes espécies do gênero 14 

Bacillus. 15 

3.5 Testes bioquímicos 16 

A relação de resultados dos testes bioquímicos estão sintetizadas na Tabela 17 

9. Desta forma, todos isolados foram considerados positivos para o teste de 18 

Catalase. Para ácido cianídrico (HCN) e ácido indolacético (AIA) todos os isolados 19 

foram considerados negativos. Para solubilização de fosfato apenas o isolado QST 20 

713 foi positivo. Para assimilação de nitrogênio, todos os isolados, exceto AP 40, 21 

QST 713 e QST 2808, foram positivos. Na produção de sideróforos, os isolados AP 22 

03, AP 106, AP 117 e QST 713 foram considerados positivos. 23 
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4 Discussão 1 

Com base nos resultados referentes a promoção de crescimento, todos os 2 

isolados de Bacillus, para uma ou mais variável analisada, apresentaram resultados 3 

superiores quando comparados á testemunha (Tabelas 5 e 7). Essas informações 4 

demonstram que a seleção de isolados de Bacillus spp. realizadas in vivo foi 5 

eficiente. Os isolados AP 03, AP 51, AP 106 e AP 117 tiveram resposta positiva à 6 

assimilação de nitrogênio (Tabela 9) e isso pode explicar o porque esses isolados 7 

apresentaram resultados iguais ou superiores em comparação às utilizações em 8 

co-inoculação com B. japonicum para altura de plantas (Tabela 5). Além disso, os 9 

isolado AP 51, AP 106 para peso fresco da parte aérea (Tabela 5) e AP 117 para 10 

peso fresco de raiz (Tabela 7), apresentaram incrementos significativos em co-11 

inoculação com B. japonicum quando comparados com testemunha com 12 

inoculante. Apesar das plantas terem sido mantidas por um curto período, é 13 

esperado que esse maior aporte inicial, produza resultados de acordo com o estudo 14 

realizado por Araújo e Hungria (1999) em condições de campo, onde a co-15 

inoculação de Bradyrhizobium spp. e isolados de Bacillus, inclusive o AP 03, 16 

aumentaram o rendimento da cultura da soja em 27%, além de aumentar a 17 

nodulação e a ocupação dos nódulos por toda a raiz. Este mesmo isolado ao ser 18 

utilizado em cana-de-açúcar (Cardoso e Araújo, 2011), além de também promover 19 

crescimento, retardou a reprodução de Meloidogyne sp. e Heterodera glycines 20 

(Araújo et al., 2002), importantes nematoides para a cultura da soja (Mitchum, 21 

2016). 22 

Os isolados selecionados AP 51, AP 106, QST 2808, AP 117, AP 03, AP 25, 23 

QST 713 e AP 40 também proporcionaram significativa inibição de crescimento de 24 

S. sclerotiorum, atingindo 35,43%, 32,70%, 36.28%, 55,97%, 42.89% 42,75%, 25 

41,10% e 38,20% de inibição (Tabela 1), respectivamente. Apesar dos resultados 26 

de antagonismo das cepas de Bacillus spp. utilizadas por Rahman et al. (2016) e 27 

Sun et al. (2017) atingirem até 85,14% e 82,5% respectivamente, os resultados 28 

obtidos aqui são significativos e evidenciam o potencial de bactérias desse gênero 29 

no controle de Sclerotinia.  30 

Apesar da capacidade de alguns microrganismos estimularem o crescimento 31 

vegetal estar relacionada, de acordo com Machado et al. (2016), a duas vias de 32 
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ação: direta, através de produção de substâncias que serão aproveitas pelas 1 

plantas como AIA (Cendales et al., 2017) e solubilização de fosfato (Mishra et al., 2 

2016) ou indireta, através do efeito antagônico a fitopatógenos (Dalal e Kulkarni, 3 

2013), os resultados dos isolados para os testes bioquímicos de produção de AIA 4 

e solubilização de fosfato (Tabela 9) não permitem essa interpretação. No entanto, 5 

de acordo com García-Lopez e Delgado (2016), o isolado QST 713 aumentou em 6 

40% a absorção de fósforo por plantas de pepino, não só pela capacidade de 7 

solubilizar diferentes fontes deste nutriente, mas também por produzir compostos 8 

orgânicos capazes de competir com os sítios adsorção de P, tornando-o mais 9 

disponível a planta, bem como por exercer efeito acidificante na rizosfera e 10 

favorecer a absorção de fósforo. Assim, devido aos isolados AP 03, AP 106 e AP 11 

117 também serem eficientes na produção de sideróforos (Tabela 9) é possível 12 

relacioná-los a esse mecanismo. Bem como pode ser relacionado aos estudos de 13 

Tahir et al. (2017) onde a promoção de crescimento foi intermediada pelos voláteis 14 

do isolado de Bacillus subtilis (SYST2) por aumentarem a taxa de fotossíntese e 15 

regularem a produção de fitohormonios, além de alterarem a expressão de genes 16 

relacionados a produção de auxinas, giberilinas, expansina, citocinina e etileno. 17 

Espécies de Bacillus são relatadas, não só pela produção de moléculas 18 

sinalizadoras à expressão de genes que podem ser relacionados a promoção de 19 

crescimento, mas também pela produção direta de fito hormônios como auxina 20 

(Talboys et al., 2014), Citocinina (Park et al., 2017) e giberilinas (Shahzad et al., 21 

2016) que devem ser investigados nestes isolados em estudos futuros. 22 

A análise da região 16S dos isolados utilizados neste estudo confirma que 23 

todos isolados testados pertencem ao gênero Bacillus (Figura 1) e que, o 24 

sequenciamento completo do genoma de bactérias desse gênero, como o realizado 25 

por Chen et al. (2007), pode revelar diversos agrupamentos gênicos responsáveis 26 

pela produção de antibióticos, enzimas, sideróforos entre outras substâncias. No 27 

entanto, a expressão gênica que comanda a produção destas substâncias pode 28 

depender de fatores bióticos ou abióticos específicos (Beaureguard et al., 2012; 29 

Chen et al., 2013; Chubukov e Sauer, 2014), a exemplo de isolados de Bacillus spp. 30 

relatados como produtores de diversos lipopeptídeos (Ongena e Jaques, 2007), 31 

que nem sempre poderão ser detectados pois, apesar da biologia molecular poder 32 

apontar os agrupamentos genéticos e as substâncias resultantes destes, as 33 
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condições do ambiente poderão exercer efeito predominante na produção (Davis e 1 

Ryan, 2012).  2 

Estudos apontam que a atividade das enzimas PO, PPO e FAL aumentam 3 

consideravelmente nos primeiros dias após o contato com Bacillus spp., e podem 4 

diminuir com o decorrer do tempo (Chen et al., 2010; Li et al., 2015). Essas 5 

informações podem explicar os resultados deste estudo, pois apenas as plantas 6 

inoculadas com o isolado AP 25 apresentaram maior atividade da enzima PO na 7 

primeira avaliação, não diferindo da testemunha na segunda avaliação, o que 8 

sugere, portanto, a necessidade de avaliações mais próximas à inoculação ou 9 

mesmo a necessidade de novas inoculações para que a atividade seja mantida 10 

(García-Gutiérrez et al., 2013; Kumar et al., 2016). Por outro lado, pelos isolados 11 

AP 03, QST 713 e AP 25 aumentarem a atividade da FAL em 70, 190 e 174% 12 

respectivamente, em co-inoculação com B. japonicum apenas na segunda 13 

avaliação, a expressão pode estar relacionada ao estabelecimento das bactérias 14 

nas raízes. 15 

Neste estudo, para inoculação das sementes, apenas as células suspensas 16 

dos isolados selecionados foram utilizadas. Diversos trabalhos relacionam o tipo de 17 

formulação (Phae e Sodha, 1991) e também a concentração de células (Mantecón, 18 

2008) com o sucesso obtido no controle de doenças e também com a capacidade 19 

do microrganismos colonizarem a rizosfera, uma vez que os metabólitos, 20 

prontamente disponíveis em algumas formulações, podem dar vantagem ao 21 

bioagente na competição com outros microrganismos por esse nicho (Lahlali et al., 22 

2011; Stubbendieck e Straight, 2016). Desta forma, novos estudos podem ser 23 

direcionados para observar esse possível efeito, bem como para investigar quais 24 

as substâncias são produzidas por esses isolados, uma vez que, devida a grande 25 

diversidade, são pouco compreendidas as suas rotas de produção, funcionalidades 26 

(Davies e Ryan, 2012) e novas descobertas são constantemente relatadas (Kurata 27 

et al., 2017). 28 

Os resultados quantitativos obtidos da promoção de crescimento podem ser 29 

distintos, pois na interação entre a RPCP e planta, a variedade vegetal pode 30 

influenciar a colonização das raízes pela produção de substâncias que estimulam 31 

determinado microrganismo (Yaryura et al., 2008), bem como na produção de 32 

substâncias produzidas pelas RPCP. Esta complexa relação, apesar dos avanços 33 
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tecnológicos, ainda é pouco compreendida (Hardoim et al., 2015) e isso explica a 1 

falta de produtos comerciais confiáveis para esse fim. 2 

Os candidatos a agentes de controle biológico e promotores de crescimento 3 

precisam, segundo Santoyo et al. (2012), reunir características como: crescimento 4 

rápido e colonização de diferentes ambiente, capacidade de competição, utilização 5 

de diferentes fontes de nutrientes, sobrevivência sob estresse, síntese de 6 

metabolitos com alta atividade antimicrobiana e, por fim, capacidade de promover 7 

crescimento em plantas. Desta forma, os isolados aqui utilizados, possuem 8 

potencial para serem explorados neste sentido, a medida que os mecanismos e 9 

substâncias envolvidos nos resultados apresentados sejam elucidados. 10 
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Tabela 1: Porcentagens de inibição do crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum em 1 
confronto com os isolados de Bacillus spp. 2 

ID 
Inibição (%) 

% ID % ID % ID % ID % ID % 

AP 91 76,73 AP 74 40,00 AP 14 34,96 AP 48 30,23 AP 164 25,55 AP 63 17,95 

AP 104 67,68 AP 105 39,76 AP 49 34,62 AP 281 29,90 AP 503 25,55 AP 95 16,50 

AP 100 62,62 AP 186 39,37 AP 262 34,40 AP 93a 29,86 AP 150 25,29 AP 204 15,95 

AP 135 61,72 AP 115 39,25 AP 73 34,23 AP 162 29,81 AP 114a 25,15 AP 322 15,94 

AP X 58,57 AP 111 39,20 AP 44 34,18 AP 42 29,65 AP 60 24,85 AP 23 15,69 

AP 100a 57,09 AP 40 38,20 AP 580 34,15 AP 93 29,56 AP 22 24,68 AP 212 15,01 

AP 504 56,67 AP 192 38,15 AP 312 34,15 AP 340 29,29 AP 326 24,18 AP 519 14,69 

AP 117 55,97 AP 110 37,94 AP 97 33,94 AP 88 29,08 AP 131 23,72 AP 324 14,31 

AP 140 53,63 AP 59 37,65 AP 137 33,93 AP 193 28,85 AP 210 23,20 AP 254 12,75 

AP 121 52,58 AP 89 37,40 AP 275 33,89 AP 12a 28,79 AP 1 22,85 AP 343 11,61 

AP 82 51,75 AP 287 37,04 AP 43 33,75 AP 216 28,75 AP 209 22,45 AP 346 8,05 

AP 109 51,16 AP 108 37,01 AP 349 33,65 AP 268 28,69 AP 297 22,13 AP 27 6,25 

AP 183 50,18 AP 6 36,95 AP 61 33,63 AP 239 28,03 AP 227 21,95 AP 92 2,46 

AP 86 49,70 AP 54 36,66 AP 90 33,38 AP 167 27,55 AP 329 21,50 AP 214 0,00 

AP 507 47,86 AP 124 36,60 AP 106 32,70 AP 420 27,43 AP 511 21,00 AP 21 0,00 

AP 14a 47,43 AP 46 36,38 AP 80 32,29 AP 219 27,25 AP 31 21,00 AP 339 0,00 

AP 85 43,33 QST 2808 36,28 AP 119 31,84 AP 345 27,19 AP 114 21,00 AP 251 0,00 

AP 03 42,89 AP 276 36,06 AP 56 31,35 AP 120 27,13 AP 15 20,00 AP 70 0,00 

AP 25 42,75 AP 181 35,65 AP 38 31,33 AP 165 27,01 AP 8 19,40 AP 01 0,00 

AP 505 42,13 AP 29 35,46 AP 12 31,15 AP 64 26,89 AP 338 18,98 AP 20 0,00 

AP 365 41,36 AP 51 35,43 AP 43a 31,04 AP 173 26,82 AP 198 18,88 AP 123 0,00 

AP 323 41,16 AP 11 35,26 AP 508 30,90 AP 284 26,67 AP 101 18,06 AP 94 0,00 

QST 713 41,10 AP 143 35,18 AP 6a 30,23 AP 77 25,63 AP 41 18,04 AP 213 0,00 
 3 

 4 

  5 

Legenda (% inibição) 0-20 20-40 40-60 >60
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Tabela 3: Efeito dos isolados de Bacillus spp. na altura e pesos das massas frescas de raiz e parte 1 
aérea de plantas de soja das cultivares BMX POTÊNCIA RR e BRS 113 no primeiro ensaio. 2 

Isolados 
Altura (cm) Raiz (g) Peso fresco (g) 

BMX Potência BRS 113 BMX Potência BRS 113 BMX Potência BRS 113 

AP 51 16,75 abA 14,37 aB 5,87 abA 5,03 abcdB 8,24 abcdA 6,88 aB 

AP 42 14,81 abcA 14,87 aA 5,38 abcdA 4,44 cdB 7,85 abcdeA 7,5 aA 

AP 91 12,81 cB 15,81 aA 4,05 eA 4,3 dA 7,03 eA 7,57 aA 

AP 214 15,93 abcA 15 aA 4,7 deA 4,97 abcdA 7,62 abcdeA 7,42 aA 

AP 25 17,1 abA 14,75 aB 6,05 abA 4,65 abcdA 8,37 abcA 7,28 aB 

AP 165 15,94 abcA 15,37 aA 4,82 cdeA 4,92 abcdA 7,85 abcdeA 7,33 aA 

AP 204 12,75 cA 14,62 aA 4,69 deB 5,29 abcA 7,23 deA 7,27 aA 

AP 213 14,1 abcA 16 aA 4,69 deA 4,77 abcdA 7,63 abcdeA 7,48 aA 

AP 251 15,75 abcA 15 aA 5,6 abcdA 4,26 dB 7,51 bcdeA 7,17 aA 

AP 90 15 abcA 16,18 aA 4,84 cdeA 4,97 abcdA 7,13 eA 7,5 aA 

AP 92 13,87 abcA 15,75 aA 5,13 bcdA 4,7 abcdA 7,4 bcdeA 7,41 aA 

AP 114 15,56 abcA 15 aA 5,6 abcdA 4,5 bcdB 7,39 bcdeA 7,34 aA 

AP 104 14,12 abcA 16 aA 5,28 abcdA 5,42 abA 6,93 eA 7,38 aA 

AP 338 15,75 abcA 15,43 aA 4,66 deA 4,15 dA 7,82 abcdeA 7,65 aA 

AP 340 15,12 abcA 16,31 aA 4,87 cdeA 4,44 cdA 7,47 bcdeA 7,38 aA 

AP 21 14,81 abcA 14,5 aA 5,7 abcA 5,6 aA 7,37 cdeA 7,02 aA 

AP 40 17,5 aA 15,3 aB 5,97 abA 4,72 abcdB 8,4 abA 6,77 aB 

AP 117 17,43 aA 15,18 aB 6,12 aA 4,66 abcdB 8,55 aA 6,8 aB 

AP 210 13,87 abcA 15,17 aA 5,52 abcdA 4,74 abcdB 7,66 abcdeA 6,8 aB 

Testemunha 13,62 bcA 14,87 aA 4,81 cdeA 4,22 dB 7,31 deA 6,9 aA 

CV(%) 9,47 7,59 5,31 

Médias seguidas por letras minúsculas iguais nas colunas e maiúsculas iguais na linha, não 3 
diferem entre si pelo teste de Tukey (0,05 probabilidade). 4 

  5 
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Tabela 4: Efeito dos isolados de Bacillus spp. na altura e pesos das massas frescas de raiz e parte 1 
aérea de plantas de soja das cultivares BMX POTÊNCIA RR e BRS 113 no segundo ensaio. 2 

Isolados 
Altura (cm) Raiz (g) Peso fresco (g) 

BMX Potência BRS 113 BMX Potência BRS 113 BMX Potência BRS 113 

QST 713 20,56 aA 12,31 aB 6,8 aA 3,77 abcB 8,88 aA 5,3 abB 

AP 219 17,5 bcA 12,5 aB 6,13 abcA 3,94 abcB 7,25 abcA 6,1 abB 

AP 15 15,81 cdA 12,62 aB 5,58 abcdeA 3,71 abcB 7 abcdA 5,82 abB 

AP 01 16,56 cdA 12 aB 5,4 bcde 3,78 abcB 6,56 cdA 6,2 abA 

AP 77 17,06 cdA 12,87 aB 6,31 abA 3,43 cB 7,04 abcdA 5,35 abB 

AP 173 17,68 bcA 12,93 aB 5,75 abcdeA 4,39 abcB 6,81 bcdA 5,42 abB 

AP 46 14,62 dA 12,06 aB 4,74 deA 4,59 abcA 7,25 abcA 5,85 abB 

AP 227 15,12 cdA 12,75 aB 5,88 abcdA 4,47 abcB 7,05 abcA 5,1 abB 

AP 108 15,75 cdA 13,5 aB 5,23 bcdeA 4,89 abA 6,12 cdA 7,02 aA 

AP 284 15,87 cdA 13 aB 4,47 eA 4,27 abcA 6,43 cdA 5,76 abA 

AP 167 16,81 cdA 13,56 aB 5,92 abcdA 3,92 abcB 6,65 cdA 6,07 abA 

AP 86 14,68 cdA 13,12 aB 5,44 abcdeA 4,04 abcB 6,87 bcdA 5,91 abA 

AP 123 16,43 cdA 12,68 aB 5,24 bcdeA 4,5 abcA 6,98 abcdA 5,87 abB 

AP 6A 15 cdA 13 aB 4,92 cdeA 3,9 abcB 6,72 cdA 5,96 abA 

AP 03 20,06 abA 11 aB 5,86 abcdA 4,1 abcB 8,75 abA 6,31 abB 

AP 114 15,31 cdA 11,43 aB 6,31 abA 5 aB 6,93 abcdA 6,21 abA 

AP 12 16,62 cdA 13,5 aB 5,69 abcdeA 4,95 abA 6,94 abcdA 6,25 abA 

AP 38 16,68 cdA 13,43 aB 5,66 abcdeA 4,45 abcB 7,35 abcA 6abB 

AP 137 15,93 cdA 11,68 aB 5,42 abcdeA 3,6 bcB 6,87 bcdA 4,8 bB 

Testemunha 16,56 cdA 11,31 aB 5,75 abcdeA 4,42 abcB 5,05 dA 5,2 abA 

CV(%) 7,36 10,87 12,18 

Médias seguidas por letras minúsculas iguais nas colunas e maiúsculas iguais na linha, não 3 
diferem entre si pelo teste de Tukey (0,05 probabilidade). 4 

  5 
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Tabela 5: Efeito dos isolados de Bacillus spp. na altura e pesos das massas frescas de raiz e parte 1 
aérea de plantas de soja da cultivar BMX POTÊNCIA RR no terceiro ensaio. 2 

Isolados 
BMX Potência 

Altura (cm) Raiz (g) Parte aérea (g) 

AP 181 15,75 abc 4,69 bcdef 8,06 ab 

AP 209 14,25 abc 5,13 bcde 7,58 ab 

AP 186 12,5 c 4,05 f 7,03 ab 

AP 27a 14,87 abc 4,7 bcdef 7,62 ab 

QST 2808 18,12 ab 5,68 b 8,12 a 

AP 48 15,50 abc 4,82 bcdef 7,85 ab 

AP 25 13 c 4,35 def 7,23 ab 

AP 511 13,75 abc 5,68 b 7,63 ab 

AP 88 16,25 abc 5,13 bcde 7,51 ab 

AP 56 14 abc 5,58 bc 8,13 a 

AP 94 13,75 abc 4,11 ef 7,4 ab 

AP 43 14,25 abc 5,04 bcdef 7,89 ab 

AP 106 18,5 a 7,31 a 8,22 a 

AP 20 16,25 abc 4,98 bcdef 7,82 ab 

AP 204 16 abc 5,25 bcd 7,97 ab 

AP 54 14 abc 4,25 def 7,62 ab 

AP 505 13,5 abc 4,88 bcdef 6,83 b 

AP 80 17,25 abc 4,94 bcdef 7,52 ab 

AP 73 14,5 abc 4,72 bcdef 7,66 ab 

AP 312 14,62 abc 4,63 cdef 7,92 ab 

Testemunha 14 abc 4,69 bcdef 7,31 ab 

CV(%) 12,63 7,85 6,4 

Médias seguidas por letras iguais nas colunas, não diferem entre si pelo teste de Tukey 3 
(0,05 probabilidade). 4 
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Tabela 5: Efeito dos isolados de Bacillus spp. na altura, pesos das massas frescas e secas de raiz e parte aérea de plantas de soja da cultivar BMX Potência 5 
RR co-inoculadas com Bradyrhizobium japonicum aos 21 dias após a semeadura. 6 

Isolados 

Altura 
 (cm) 

Peso fresco raiz  
(g)ns 

Peso seco raiz 
(g) 

Peso fresco parte aérea 
(g) 

Peso seco parte aérea 
(g) 

Inoculante Inoculante Inoculante Inoculante Inoculante 

Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem 

AP 51 19,80 abA 20,05 abA 8 8,18 4,26 aA 4,31 aA 6,51 aA 6,00 aB 4,51 aA 4,33 aB 

AP 106 20,45 aA 19,75 abA 7,9 7,55 4,19 aA 4,20 aA 6,25 abA 6,07 aA 4,12 bA 4,16 abA 

QST 2808 17,40 bcB 20,15 aA 7,88 7,96 4,28 aA 4,29 aA 5,64 dA 5,83 abA 4,00 bA 4,01 bA 

AP 117 20,40 aA 19,90 abA 7,83 7,73 4,38 aA 4,28 aA 6,10 bcA 6,13 aA 4,18 bA 4,04 bB 

AP 03 16,50 cA 18,00 abA 7,95 7,37 4,30 aA 4,21 aA 5,90 bcdA 5,92 abA 4,05 bA 4,12 bA 

AP 25 17,30 bcB 19,50 abA 7,6 7,82 4,31 aA 4,16 aB 5,81 cdA 5,85 abA 4,09 bA 4,02 bA 

QST 713 18,30 abcA 17,50 bcA 7,72 7,48 4,32 aA 4,24 aA 5,86 bcdA 5,80 abA 4,12 bA 4,07 bA 

AP 40 17,65 bcA 18,95 abA 7,39 7,28 4,27 aA 4,22 aA 5,75 cdA 5,76 abA 4,05 bA 4,04 bA 

Testemunha 16,90 cA 15,10 cB 7,1 7 4,27 aA 3,81 bB 5,79 cdA 5,59 bA 4,08 bA 3,71 cB 

CV(%) 7,02 6,24 7,27 3,29 2,24 

Médias seguidas pela mesma letra minúscula nas colunas e maiúscula na linha, não diferem entre si pelo teste de Tukey (0,05 probabilidade). ns = Não 7 
significativo.  8 
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Tabela 6: Efeito dos isolados de Bacillus spp. no nível de clorofila (unidades SPAD) e na expressão das enzimas Peroxidase (PO), Polifenoloxidade (PPO) e 9 
Fenilalanina amônia-liase (FAL) em folhas de soja da cultivar BMX Potência RR co-inoculadas com Bradyrhizobium japonicum aos 21 dias após a 10 
semeadura. 11 

Isolados 

Unidades SPADns 
PO 

 (U mg-1
tecido min-1) 

PPO 
(U mg-1

tecido min-1) 
FAL 

(µgác trans cin mg-1
 proteína min-1) 

Inoculante Inoculante Inoculante Inoculante 

Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem 

AP 51 36,18ns 35,9 ns 174,09 aA 85,02 abB 45,46 cA 42,04 bA 5,48 cA 3,53 cA 

AP 106 35,6 36,55 144,41 aA 99,90 abB 54,99 bcA 44,62 abA 4,06 cA 1,38 cA 

QST 2808 37,9 36,92 170,37 aA 104,58 abB 63,84 abA 51,34 abB 2,13 cA 2,98 cA 

AP 117 35,01 37,03 193, 96 aA 67,65 abB 59,00 abcA 55,18 abA 1,48 cA 4,08 cA 

AP 03 36,02 35,32 165,21 aA 62,76 abB 64,39 abA 59,91 aA 16,53 bB 35,96 aA 

AP 25 36,9 35,47 164, 74 aA 113,06 aB 76,23 aA 48,58 abB 19,18 bA 23,65 bA 

QST 713 35,55 35,62 145,30 aA 54,71 bB 71,39 abA 52,15 abB 20,87 bA 24,02 bA 

AP 40 36,04 36,02 185,72 aA 57,53 bB 66,73 abA 58,21 abA 22,41 bB 42,58 aA 

Testemunha 35,14 33,28 163,41 aA 55,82 bB 69,36 abA 56,52 abA 34,53 aA 33,81 abA 

CV(%) 3,97 22,02 14,81 22,18 

Médias seguidas pela mesma letra minúscula nas colunas e maiúscula na linha, não diferem entre si pelo teste de Tukey (0,05 probabilidade). ns = Não 12 
significativo.  13 
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Tabela 7: Efeito dos isolados de Bacillus spp. na altura, pesos das massas frescas e secas de raiz e parte aérea de plantas de soja da cultivar BMX Potência 14 
RR co-inoculadas com Bradyrhizobium japonicum aos 28 dias após a semeadura. 15 

Isolados 

Altura 
 (cm) 

Peso fresco raiz  
(g) 

Peso seco raiz 
(g)ns 

Peso fresco parte aérea  
(g)ns 

Peso seco parte aérea 
(g)ns 

Inoculante Inoculante Inoculante Inoculante Inoculante 

Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem 

AP 51 23,1 aB 25,85 aA 9 abA 7,23 abcB 6,27 ns 4,84 ns 9,3 ns 8 ns 6,8 ns 5,83 ns 

AP 106 22,56 aA 24,9 abA 9,05 abA 5,99 cB 6,13 4,51 9 8,21 6,78 5,79 

QST 2808 21,4 aA 23,2 abA 8,96 abA 7,18 abcB 5,97 4,9 8,89 7,67 6,73 5,66 

AP 117 24,05 aA 24 abA 9,33 aA 7,72 abB 6,28 4,62 9,42 8,4 6,79 5,76 

AP 03 21,05 aA 22,5 abcA 9,05 abA 6,45 bcB 5,87 4,35 9 7,79 6,69 5,83 

AP 25 21,6 aB 25 abA 9,18 abA 6,31 cB 6,04 4,33 8,59 7,85 6,76 5,78 

QST 713 22,35 aA 21,3 bcA 8,83 abA 7,07 abcB 5,83 4,39 8,82 7,61 6,82 5,76 

AP 40 20,9 aB 25,4 aA 9,05 abA 7,82 aB 5,93 4,69 8,63 7,93 6,73 5,78 

Testemunha 21,65 aA 19,1 cB 8 bA 6,77 abcB 6,01 4,23 8,49 7,07 6,59 5,61 

CV(%) 8,51 8,2 6 6,42 5,32 

Médias seguidas pela mesma letra minúscula nas colunas e maiúscula na linha, não diferem entre si pelo teste de Tukey (0,05 probabilidade). ns = Não 16 
significativo.  17 
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Tabela 8: Efeito dos isolados de Bacillus spp. no nível de clorofila (unidades SPAD) e na expressão das enzimas Peroxidase (PO), Polifenoloxidade (PPO) e 18 
Fenilalanina amônia-liase (FAL) em folhas de soja da cultivar BMX Potência RR co-inoculadas com Bradyrhizobium japonicum aos 28 dias após a 19 
semeadura. 20 

Isolados 

Unidades SPAD 
PO 

(U mg-1
tecido min-1)ns 

PPO 
(U mg-1

tecido min-1)ns 
FAL 

(µgác trans cin mg-1
 proteína min-1)  

Inoculante Inoculante Inoculante Inoculante 

Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem 

AP 51 33,47 aA 33,98 abA 186,65 ns 222,05 ns 35,02 ns 48,73 ns 7,48 eA 1,87 cA 

AP 106 36,02 aA 36,07 aA 163,13 215,74 32,1 65,44 2,47 eA 2,19 cA 

QST 2808 35,04 aA 33,42 abA 216,09 247,57 35,96 65,93 3,55 eA 1,33 cA 

AP 117 35,26 aA 37,02 aA 181,61 247,42 34,44 66,51 12,87 deA 0,73 cB 

AP 03 36,72 aA 31,29 bB 154,16 164,05 44,85 71 46,67 bA 33,47 abB 

AP 25 35,29 aA 33,41 aA 123,73 159,3 41,34 70,2 79,79 aA 24,82 bB 

QST 713 36,04 aA 34,49 aB 160,43 162,57 31,4 48,75 75,27 aA 24,76 bB 

AP 40 36,7 aA 34,49 aA 162,95 169,6 41,85 76,6 44,37bcA 26,59 bB 

Testemunha 36,78 aA 34,73 abA 193,03 195,87 46,18 76,7 27,44 cdB 44,76 aA 

CV(%) 5,55 17,85 23,81 25,03 

Médias seguidas pela mesma letra minúscula nas colunas e maiúscula na linha, não diferem entre si pelo teste de Tukey (0,05 probabilidade). ns = Não 21 
significativo.  22 
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Tabela 9: Produção de ácido cianídrico (HCN), ácido indolacético (AIA), solubilização de fosfato 1 
(P), assimilação de nitrogênio (N), catalase (CAT) e sideróforos (SID) pelos isolados de Bacillus 2 
spp. 3 

Isolados HCN AIA P N CAT. SID 

AP 51 - - - + + - 

AP 106 - - - + + + 

QST 2808 - - - - + - 

AP 117 - - - + + + 

AP 03 - - - + + + 

AP 25 - - - + + - 

QST 713 - - + - + + 

AP 40 - - - - + - 

(+) = Positivio; (-) = Negativo 4 
  5 
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 1 

 Bacillus siamensis  - Isolado AP 117 

 Bacillus siamensis - Isolado AP 106 

 Bacillus velezensis - Isolado AP 03 

 Bacillus velezensis - Isolado AP 40 
 Bacillus velezensis - Isolado AP 51 

 Bacillus subtilis subsp. Inaquosorum - Isolado AP 25 

44 

63 

0.0005 

Figura 6: Análise molecular filogenética dos seis isolados selecionados pelo método da máxima 
verossimilhança. 



98 

5 Manejo da ferrugem asiática da soja com Bacillus subtilis e oléo de café 1 

em aplicações sequenciais e alternadas com fungicida3 2 

Dalton Vinicio Dorighello1*, Regina Maria Villas Bôas de Campos Leite2, Wagner 3 
Bettiol3 4 

1Faculdade de Ciências Agronômicas (FCA) - Universidade Paulista Júlio de 5 
Mesquita Filho (UNESP) 6 

2Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária - Embrapa Soja 7 

3Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária - Embrapa Meio Ambiente 8 

*Autor para correspondência: E-mail: dalton.agro@gmail.com 9 

 10 

 11 

RESUMO 12 

Estimativas colocam o Brasil, a partir de 2020, como o maior produtor mundial de 13 

soja, com produção superior a 100 milhões de toneladas. A ferrugem asiática da 14 

soja, desde seu primeiro relato no país, pelo seu alto potencial destrutivo, tem sido 15 

considerada a doença chave na cultura. Das medidas de controle da doença, as 16 

sucessivas aplicações de fungicidas durante o ciclo da cultura tem sido a mais 17 

eficiente. Essa ferramenta permitiu o avanço da produção, apesar das perdas 18 

anuais superarem US$1 bilhão. Com os relatos de populações de Phakopsora 19 

pachyrhizi menos sensíveis às principais moléculas, perda na eficiência de controle 20 

e dificuldade na obtenção de novas moléculas, é fundamental que novas 21 

ferramentas sejam testadas para integrarem um programa de manejo. Em 22 

condições de campo, foi planejado estudar a eficiência de um produto biológico à 23 

base de Bacillus subtilis QST-713 e de um à base de óleos de grãos de café 24 

torrados, em aplicações sequenciais e alternadas com a do fungicida 25 

piraclostrobina + epoxiconazol. Os resultados de dois ensaios nos campos 26 

experimentais mostraram que as aplicações sequenciais desses três produtos 27 

reduziram a área abaixo da curva de progresso da doença e aumentaram o índice 28 

                                            
3 Este capítulo foi redigido em formato de artigo de acordo com as normas da revista Crop 
Protection. 
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de vegetação por diferença normalizada. Apesar destes resultados, somente as 1 

aplicações sequenciais de Bacillus apresentaram produtividade e peso de 100 2 

sementes semelhantes às da aplicação sequencial de fungicida. As aplicações 3 

alternadas destes produtos, exceto com óleo de café no segundo ensaio, apesar 4 

das diferentes respostas de controle, também tiveram produtividades iguais ao da 5 

aplicação sequencial do fungicida. Os resultados permitem sugerir a utilização do 6 

produto à base de B. subtilis QST-713 para controle da ferrugem asiática da soja e 7 

para compor um programa de manejo da doença. No entanto, esses resultados 8 

foram obtidos sobre baixa intensidade da doença e, por isso, respostas diferentes 9 

podem ser encontradas em condições de alta intensidade. 10 

Palavras chave: Bacillus, soja, Phakopsora pachyrhizi.  11 

 12 

 13 

 14 

 15 

 16 

 17 

 18 

 19 

 20 

 21 

 22 

 23 

 24 

 25 

 26 

 27 

 28 

 29 
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1 Introdução 1 

A soja é a cultura agrícola mais importante do Brasil, desde o início dos anos 2 

2000, com área plantada de, aproximadamente, 32,96 milhões de hectares e 3 

produção na safra 2015/2016 de 95 milhões de toneladas, com ocupação de 49% 4 

da área total de grãos do país (IBGE, 2016; CONAB, 2016). A preocupação com 5 

pragas e doenças aumentam devido às dimensões econômicas que a cultura 6 

representa. Assim, os problemas fitossanitários podem comprometer a produção 7 

nacional, entre eles, cerca de 40 doenças causadas por vírus, fungos, nematoides 8 

e bactérias ocorrem na cultura (Henning, 2009). No entanto, a doença com maior 9 

potencial de dano aos produtores no momento é a ferrugem asiática da soja, 10 

causada por Phakopsora pachyrhizi. Essa doença é considerada a mais importante 11 

desde a sua constatação no país, com prejuízos que anualmente ultrapassam um 12 

bilhão de dólares, com perdas relatadas em todas as regiões produtoras (Yorinoni 13 

e Lazzarotto, 2004; Yorinori et al., 2005; Langenbach et al., 2016; Consórcio 14 

Antiferrugem, 2017). 15 

A sustentabilidade do manejo de doenças de plantas depende da integração 16 

de diferentes ferramentas (Goulart et al., 2011). O uso de cultivares de ciclo 17 

precoce, a eliminação de plantas voluntárias, a semeadura no início da época 18 

recomendada, o vazio sanitário (por meio da ausência de cultivo de soja na 19 

entressafra) e o monitoramento da lavoura durante todo o ciclo estão entre as 20 

medidas preconizadas para o manejo da ferrugem asiática da soja, aliados a 21 

informações geradas pelo monitoramento das populações de Phakopsora 22 

pachyrhizi quanto a sensibilidade as moléculas de fungicidas e programas de 23 

melhoramento para a obtenção de variedades de soja resistente à ferrugem 24 

(Yorinori e Wilfrido, 2002; Murithi et al., 2016; Langenbach et al., 2016). No entanto, 25 

o controle ainda é realizado, quase que exclusivamente, com o uso de fungicidas, 26 

principalmente dos grupos do triazóis, estrobirulinas, triazolinthione e, mais 27 

recentemente, carboxamidas, além de suas misturas (Godoy e Canteri, 2004; 28 

Godoy et al., 2013). Estudos onde são testados os principais fungicidas disponíveis 29 

no mercado apontam para uma perda anual gradual de eficiência de controle frente 30 

às populações de P. pachyrhizi, que estão cada vez menos sensíveis a essas 31 

moléculas (Godoy et al. 2013; Godoy et al. 2014; Godoy et al. 2015; Godoy et al. 32 
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2016). Inclusive, segundo comunicado de Klappach (2017) pelo FRAC, ao grupo 1 

das carboxamidas na safra 2015/2016 e, principalmente, na de 2016/2017. 2 

Atualmente, a utilização de microrganismos, componentes de programas de 3 

controle biológico, têm aumentado significativamente em todo o mundo por dois 4 

motivos impulsionados por organizações não governamentais, políticas públicas e 5 

consumidores preocupados com altos níveis de resíduos encontrado nos 6 

alimentos, o uso demasiado de agrotóxicos e questões relacionadas a 7 

sustentabilidade (van Lenteren et al., 2017). Produtos biológicos que tem como 8 

principal componente isolados de Bacillus spp., compõe parte deste mercado e, 9 

devido resultados promissores destes organismos controlarem patógenos como, 10 

Meloidogyne spp. (Machado et al., 2012), Rhizoctonia solani (Peng et al., 2014), 11 

Fusarium oxysporum (Xu et al., 2014), Sclerotinia sclerotiorum (Gao et al., 2014) 12 

Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Leão et al., 2016), Ralstonia 13 

solenacearum (Wu et al., 2017) existe a perspectiva de um crescimento cada vez 14 

maior deste setor. 15 

No entanto, os agentes de biocontrole e os produtos alternativos ainda não 16 

foram estudados com detalhes para este patossistema (Goellner et al., 2010). Mas, 17 

informações como a diminuição da formação de urédias, aumento das lesões com 18 

menor esporulação e diminuição da germinação (Ward et al. 2012), redução da 19 

severidade (Saksirirat e Hoppe, 1991), aumento do rendimento monetário líquido 20 

(Jahagirdar et al., 2012), além de resultados promissores em condições controladas 21 

(Dorighello et al., 2015), encorajam a integração destas ferramentas com o controle 22 

químico, buscando atingir maior sanidade e sustentabilidade das lavouras, além de 23 

diminuir o risco de resistência aos fungicidas (Hui et al., 2013). 24 

Bacillus spp. são fontes potenciais para o desenvolvimento de biofungicidas 25 

pois apresentam características como produção de ampla gama de metabólitos, 26 

produção de estrutura de resistência e facilidade de multiplicação, entre outras 27 

(Ongena e Jacques, 2008; Cawoy et al., 2011). O potencial de Bacillus subtilis no 28 

controle de ferrugens de plantas é relatado para a ferrugem do cafeeiro (Hemileia 29 

vastatrix) (Haddad et al., 2009), ferrugem da soja (Phakopsora pachyrhizi) 30 

(Dorighello et al., 2015) e ferrugem do feijoeiro (Uromyces phaseoli) (Baker et al., 31 

1985; Bettiol et al., 1992; Yuen et al., 2001). 32 
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As utilizações isoladas de Bacillus spp. (Singh et al., 2016) e óleos vegetais 1 

(Chen et al., 2015) para controle de ferrugens não apresentaram controles 2 

satisfatórios quando comparados com os fungicidas convencionais considerados 3 

padrões. Desta forma, a investigação sobre a integração dessas ferramentas pode 4 

ser a chave para redução no uso de fungicidas e impulsionar o posicionamento dos 5 

produtos alternativos. Essa abordagem integrada que explore diferentes 6 

ferramentas pode ser determinante para a produção sustentável de soja no futuro 7 

(Langenbach et al., 2016). 8 

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiência de controle da 9 

ferrugem asiática da soja utilizando um produto biológico à base de Bacillus subtilis 10 

QST 713 (Serenade®) e um produto alternativo à base de óleo de café torrado em 11 

aplicações sequenciais e alternadas com o fungicida Piraclostrobina + 12 

Epoxiconazol, formando diferentes arranjos de aplicação, mas visando a redução 13 

do uso de fungicidas na cultura. 14 
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2 Material e Métodos 1 

Dois ensaios foram instalados no campo experimental da Embrapa Soja em 2 

Londrina, PR (23°11'30.33"S e 51°10'57.80"O). Ambos os ensaios foram 3 

conduzidos na safra de verão 2013/2014, em dois campos. Os campos estavam 4 

separados por uma área de mata, portanto com microclimas distintos. Os ensaios 5 

foram conduzidos de forma comercial e a cultivar utilizada foi a BMX POTÊNCIA 6 

RR que possuí as seguintes características: grupo de maturação 6,7; com hábito 7 

de crescimento indeterminado; alto índice de ramificação; resistente ao 8 

acamamento; resistente ao cancro da haste (Diaporthe phaseolorum f. sp. 9 

meridionalis) e a podridão de Phytophthora (Phytophthora sojae); moderadamente 10 

resistente a mancha olho de rã (Cercospora sojina) e suscetível a pústula 11 

bacteriana (Xanthomonas axonopodis pv. glycines). A semeadura do Campo 1 foi 12 

realizada no dia 19/11/2013 e a do Campo 2 no dia 27/11/2013. 13 

Os tratamentos consistiram nas aplicações alternadas entre B. subtilis 14 

(Serenade® - Bayer CropScience, Tlaxcala, México), óleo de café torrado 15 

(Fornecido pelo Pesquisador Nilson Molina Maia, Instituto Agronômico de 16 

Campinas, Campinas, Brasil) e o fungicida Piraclostrobina + Epoxiconazol (Ópera® 17 

- Basf, Schwarzheide, Alemanha), de acordo com os esquemas de aplicação 18 

apresentado na Tabela 1. 19 

As parcelas foram compostas de seis linhas de seis metros num 20 

espaçamento de 0,5 metro entrelinhas. O óleo de café foi obtido por meio da 21 

prensagem a frio de grãos de café torrados e encontrava-se na sua forma bruta. A 22 

concentração utilizada foi de 10% diluído em água + 0,5% de Tween 20. O fungicida 23 

à base de piraclostrobina + epoxiconazol (Ópera®) foi aplicado na dose de 0,5 L 24 

ha-1, correspondente a 66,5 g + 25 g ha-1 dos ingredientes ativos, respectivamente. 25 

O biofungicida à base de Bacillus subtilis (Serenade®) foi pulverizado na 26 

concentração de 2 L ha-1. Todos os produtos foram aplicados preventivamente, com 27 

intervalos de 15 dias a partir do estádio fenológico de Reprodução (R1) (Ritchie et 28 

al., 1986). A aplicação dos produtos foi realizada utilizando um pulverizador costal 29 

pressurizado com CO2 (pressão constante de 45 PSI), com volume de aplicação de 30 

200 L ha-1, totalizando quatro aplicações (Tabela 1). Todas as aplicações foram 31 
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realizadas nas primeiras horas da manhã, garantindo umidade superior a 60% e 1 

temperatura inferior a 30ºC. 2 

As avaliações da severidade da doença foram realizadas com auxílio da 3 

escala diagramática proposta por Godoy et al. (2006), nos terços inferior, médio e 4 

superior das plantas, considerando a média das três notas como a nota de 5 

severidade da planta. Essas avaliações foram realizadas em cinco plantas de cada 6 

uma das duas linhas centrais de cada parcela. As avaliações de severidade foram 7 

realizadas antes das 2a, 3a e 4a aplicação e após 15 dias da última aplicação. Os 8 

dados de severidade foram utilizados para calcular a Área Abaixo da Curva de 9 

Progresso da Doença (AACPD) (Campbell e Madden, 1990). 10 

O Índice de Vegetação por Diferença Normalizada (NDVI) foi determinado 11 

por meio de sensoriamento remoto utilizando um equipamento para determinar os 12 

níveis de clorofila (Greenseeker® - Trimble, Vale do Silício, Califórnia). Para tanto 13 

foram avaliadas as linhas centrais de todas as parcelas antes das 3a e 4a aplicações 14 

e após 15 dias da última aplicação. O NDVI, em uma escala de 0 a 1, relaciona-se, 15 

pelos maiores valores a uma vegetação mais densa e vigorosa e, pelos menores 16 

valores, as áreas desnudas e de vegetação estressada. 17 

A produtividade e o peso de 100 sementes foram calculados a 13% de 18 

umidade considerando todas as plantas das duas linhas centrais. A colheita foi 19 

realizada com uma colheitadora de grãos (Semina1400 – Semina, Caxias do Sul, 20 

Rio Grande do Sul). Com os dados por parcela foi estimada a produtividade por 21 

hectare. 22 

O delineamento experimental foi o de blocos casualizados com quatro 23 

repetições e as análises estatísticas foram realizadas pelo teste de comparações 24 

múltiplas de médias de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o programa 25 

estatístico SAS® 9.0. 26 



105 
 

3 Resultados 1 

Todos os esquemas de aplicação dos produtos à base de B. subtilis, óleo de 2 

café torrado e fungicida químico reduziram significativamente a área abaixo da 3 

curva de progresso da doença (AACPD) quando comparados com a testemunha 4 

(Tabelas 2 e 3). As reduções na AACPD no campo 1 variaram, em relação à 5 

testemunha, de 41% referente a aplicação somente de Serenade® ou de óleo de 6 

café a 67% com a aplicação somente do fungicida (Tabela 2). No campo 2, estas 7 

reduções foram de 22%, 53% e 69% com as quatro aplicações de óleo de café, B. 8 

subtilis e fungicida, respectivamente (Tabela 3). Os resultados observados nas 9 

duas primeiras avaliações de severidade, em ambos ensaios, indicam que a 10 

ocorrência inicial da doença no campo foi de baixa intensidade (Tabelas 2 e 3). 11 

Entretanto, ocorreu aumento mais acentuado na terceira e na quarta avaliação. 12 

As aplicações intercaladas de óleo de café com o fungicida reduziram a 13 

AACPD em relação a testemunha, mas semelhantemente às reduções observadas 14 

para as aplicações intercaladas do fungicida com água, em ambos os campos. O 15 

uso alternado de B. subtilis QST 713 com o fungicida, apesar de ter se mostrado 16 

menos eficiente do que quando o fungicida foi aplicado nas quatro vezes, promoveu 17 

um incremento de controle em relação ao esquema onde foram aplicadas duas 18 

vezes o fungicida. A utilização sequencial de B. subtilis QST 713 e do óleo de café 19 

reduzirem a AACPD quando comparado com a testemunha, mas apresentaram 20 

desempenho inferior aos tratamentos onde o fungicida estava presente (Tabelas 2 21 

e 3). 22 

A maior produtividade, no campo 1, foi obtida com a aplicação intercalada 23 

de Bacillus e de fungicidas (47% superior à testemunha), seguida de quatro 24 

aplicações sequenciais de fungicida e das aplicações intercaladas de fungicida e 25 

Bacillus (41% superior à testemunha), de quatro aplicações de Bacillus apenas 26 

(39% superior à testemunha) e da sequencia fungicida e água, 32% superior à 27 

testemunha (Tabela 2). No campo 2, a maior produtividade foi observada para as 28 

quatro aplicações sequencias de fungicida (38% superior à testemunha), seguida 29 

dos tratamentos com aplicações intercaladas de fungicida e água, Bacillus e 30 

fungicida e as quatro de Bacillus, todas com produtividade 33%, 32% e 28% 31 

superior à testemunha (Tabela 3). As aplicações de óleo de café em todas as 32 
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épocas aumentaram em 3% e 8% a produtividade em relação à testemunha nos 1 

dois campos (Tabelas 2 e 3). 2 

A aplicação sequencial de fungicida e a aplicação alternada de B. subtilis 3 

QST 713 e fungicida (B-F-B-F) e (F-B-F-B) diferiram da testemunha para o peso de 4 

100 sementes no campo 1 (Tabela 2). No Campo 2, as aplicações sequencias de 5 

fungicida e também as de B. subtilis QST 713, além dos arranjos de aplicação F-A-6 

F-A e B-F-B-F diferiram da testemunha, evidenciando que, além do fungicida, o 7 

isolado de B. subtilis QST 713 pode influenciar nos componentes da produtividade 8 

(Tabela 3). 9 

Nas avaliações de NDVI, as aplicações sequencias do fungicida e de B. 10 

subtilis, além do arranjo B-F-B-F diferiram da testemunha nas três avaliações no 11 

campo 1. No campo 2, além da aplicação sequencial do fungicida, o arranjo F-B-F-12 

B também diferiram da testemunha em todas as avaliações, indicando que esses 13 

tratamentos podem contribuir para a melhor manutenção do dossel. 14 
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4 Discussão 1 

Os produtos biológicos, conforme discutido por Dorighello et al. (2015), 2 

podem ser uma alternativa a patossistemas considerados difíceis se integrados a 3 

outras ferramentas de manejo, como o uso de fungicida. Para a severidade da 4 

ferrugem da soja, em aplicação sequencial, o produto biológico à base de B. subtilis 5 

QST-713 apresentou em todas as avaliações um melhor desempenho quando 6 

comparado à testemunha nos dois campos avaliados. Apesar deste desempenho 7 

ser inferior ao da aplicação quinzenal do fungicida, o nível de controle obtido foi 8 

suficiente para garantir produtividade semelhante. Nos dois ensaios o ataque da 9 

doença ocorreu, inicialmente, com baixa intensidade e os valores de severidade 10 

obtidos nas primeiras avaliações, durante a floração, podem ter contribuído para 11 

que produtividade se mantivesse. Valores distintos de severidade, com valores 12 

iguais de produtividade são conhecidos (Mesquini et al., 2011) e, comparado aos 13 

fungicidas convencionais, os resultados obtidos pelos produtos biológicos à base 14 

Bacillus spp. têm sido mais variáveis (Wei et al., 2016). 15 

Reiss e Jorgensen (2017) verificaram eficiência de mais de 60% para o 16 

controle da ferrugem amarela do trigo utilizando o produto à base de B. subtilis 17 

QST-713 quando a doença ocorria em baixa intensidade. No entanto, em um 18 

segundo ensaio, sobre alta intensidade, a eficiência de controle caiu para menos 19 

de 30%. Esse fato levou os autores sugerirem que o produto à base de B. subtilis 20 

QST-713 esteja associado a utilização de fungicidas. Portanto, essas informações 21 

expõem a necessidade do constante monitoramento das lavouras, bem como das 22 

condições que favorecem/desfavorecem o progresso da doença para que seja 23 

realizada a escolha do melhor método de controle para aquele momento. Ainda 24 

segundo Reiss e Jorgensen (2017), um aspecto importante a ser considerado na 25 

utilização de produtos biológicos é o momento de aplicação (“Timing”), uma vez 26 

que seus resultados apontaram que as aplicações realizadas junto com a 27 

inoculação ou um dia depois da inoculação obtiveram os melhores resultados, 28 

quando comparados com as aplicações realizadas 2, 4 ou 6 dias depois da 29 

inoculação. Neste sentido, os resultados obtidos de Twizeyimana e Hartman 30 

(2017), em um ensaio onde a aplicação dos fungicidas foram realizadas em 31 

diferentes tempos, antes e após a inoculação, apontam um aumento no número de 32 
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urédias e da esporulação a medida que a aplicação se afasta, para antes ou depois, 1 

da inoculação. 2 

Os resultados obtidos com a alternância da aplicação entre o fungicida e o 3 

produto à base de B. subtilis QST-713, indicou que iniciar as aplicações com um ou 4 

com outro, não interferiu nos resultados das variáveis analisadas (Tabelas 2 e 3). 5 

Apesar dos fungicidas se destacarem como as ferramentas mais utilizadas no 6 

manejo da ferrugem asiática da soja, principalmente pelo uso dos triazóis e suas 7 

combinações com estrobilurinas (Tecnologias, 2011), essas moléculas têm 8 

apresentado baixa eficiência de controle e sua utilização isolada tem contribuído 9 

para a seleção de populações de P. pachyrhizi menos sensíveis aos fungicidas 10 

inibidores da desmetilação (IDM) (Schmitz et al., 2014) e aos inibidores de quinona 11 

oxidase (IQo) (Klosowski et al., 2016). Visto que, dos mais de 100 produtos 12 

registrados para o controle de doença, apenas cinco apresentaram controle 13 

superior a 60% (Alvim et al., 2009a; Alvim et al., 2009b; Godoy et al., 2015), a busca 14 

por novas ferramentas, bem como o esquema de aplicação dos mesmos deve ser 15 

incessante. Os resultados do presente trabalho indicam que o uso de produtos à 16 

base de B. subtilis pode ser uma alternativa. Considerando o aumento na 17 

disponibilidade de biofungicidas à base de Bacillus spp. no mercado brasileiro 18 

(Agrofit, 2017), há necessidade de que outros produtos também sejam testados 19 

considerando as aplicações intercalares com fungicidas químicos. Talvez essa seja 20 

uma das principais contribuições do presente trabalho. 21 

No âmbito do controle genético, o cenário é semelhante. Diversos genes de 22 

resistência foram mapeados e cultivares comerciais estão disponíveis, mas essa 23 

medida não dispensa o uso de fungicidas (Paul et al., 2013; Liu et al., 2016; 24 

Langenbach et al., 2016). Apenas recentemente, o gene CcRpp1 de feijão-gandu 25 

(Cajanus cajan) foi clonado e transferido a uma cultivar de soja a qual passou a 26 

apresentar resistência total à ferrugem asiática da soja (Kawashima et al., 2016). 27 

No entanto, a cultivar ainda não está disponível comercialmente. Dessa forma, uma 28 

nova ferramenta, com comprovada ação de contato contra a ferrugem asiática da 29 

soja é o produto à base de B. subtilis QST-713 (Dorighello et al., 2015), aumentando 30 

as possibilidades de rotação de produtos e contribuindo para minimizar os 31 

problemas com resistência do patógeno aos fungicidas. 32 
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O gênero Bacillus têm sido amplamente estudado e umas das características 1 

desses organismos é a produção de diferentes metabólicos com ação contra 2 

fitopatógenos. Em analogia com os fungicidas multi-sítios, que são essenciais 3 

dentro de um programa de combate a resistência (FRAC, 2010), Bacillus subtilis 4 

QST-713 ao atuar por antibiose têm, reconhecidamente, uma ampla gama de ação 5 

(Kupper et al., 2010), mas também pode agir por indução de resistência do 6 

hospedeiro (Fousia et al., 2016) e competição com o patógeno (Mohamed et al., 7 

2016). Este isolado foi obtido de um solo de um pomar de pêssego em Davis-CA 8 

pela AgraQuest e se tornou um produto biológico promissor no controle de doenças 9 

de plantas (Restuccia et al., 2006). O isolado produz, principalmente, surfactina e 10 

iturina A (Kinsella et al., 2009) e atua contra patógenos como Plasmodiophora 11 

brassicae (Peng et al., 2014), Botrytis cinerea (Santiago et al., 2016), Puccinia 12 

striiformis (Reiss e Jørgensen, 2017) e Phakopsora pachyrhizi (Dorighello et al., 13 

2015). Frac e Jezierska-Tys (2010) descrevem o isolado como um “destruidor 14 

generalizado de membranas celulares”. Como demonstrado por Li et al. (2013), a 15 

utilização desse isolado, além de poder contribuir no controle e combate a 16 

resistência de ferrugem asiática da soja, pode se tornar um importante aliado frente 17 

a outros patógenos como Corynespora cassiicola e Cercospora sojina, que também 18 

apresentaram relatos de perda de sensibilidade a fungicidas (Xavier et al., 2013; 19 

Zhang et al., 2012: Avozani et al., 2014; Cabral et al., 2016;; Standish et al., 2016) 20 

O índice NDVI têm sido amplamente utilizado na agricultura e seus valores 21 

são, basicamente, relacionados com as condições do dossel, sendo que os maiores 22 

índices são obtidos onde há maior cobertura vegetal (Guan et al., 2014). Desta 23 

forma, por diferentes respostas serem obtidas de uma folha sadia e uma doente 24 

(Silva et al., 2000), os dados apresentados, demonstram, na última avaliação, uma 25 

superioridade de cobertura vegetal nas parcelas que receberam aplicações 26 

sequenciais ou intercaladas do fungicida e também do produto biológico. Esse 27 

índice pode ser considerado um indicativo do estado fitossanitário da lavoura, uma 28 

vez que a ferrugem asiática da soja causa desfolha prematura das folhas, reduzindo 29 

a cobertura vegetal. 30 

As aplicações de óleo de café torrado, apesar de ter reduzido a severidade 31 

da doença em comparação à testemunha, essa não foi suficiente para que não 32 

houvesse perdas na produtividade. Os NDVI verificado com a aplicação sequencial 33 

http://apsjournals.apsnet.org/author/Standish%2C+J+R
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do óleo, foram similares ao da testemunha e, apesar de reações fitotoxicidade 1 

serem comuns após a aplicação deste tipo de produtos (Brum et al., 2014; 2 

Dorighello et al., 2015), nenhuma alteração visível foi constatada. Apesar de haver 3 

poucos relatos relacionados ao uso de dos óleos vegetais, Silva et al. (2014), ao 4 

utilizar óleos essenciais de Hyptis marrubioides (Hortelã do campo), Aloysia 5 

gratissima (Alfazema), e Cordia verbenacea constataram redução do progresso da 6 

ferrugem asiática da soja em casa-de-vegetação. Nas condições deste estudo, 7 

apenas aplicações alternadas com o fungicida tiveram resultados superiores ao da 8 

testemunha, mas inferiores aos das aplicações sequenciais de fungicidas e 9 

produtividades iguais ao tratamento com aplicação sequencial. 10 

Novos estudos devem ser realizados, principalmente em condições em que 11 

a doença ocorra precocemente e com maior intensidade para observar o 12 

comportamento dos produtos alternativos, principalmente do produto à base de 13 

Bacillus que, nas condições deste trabalho, obteve um bom desempenho. Estudos 14 

de Kawuki et al. (2004) mostraram que, em condições de baixa precipitação e 15 

consequente baixa intensidade da doença, as perdas na produção ocasionadas 16 

pela ferrugem asiática da soja foram de 10-15%, enquanto que na estação chuvosa 17 

e de alta intensidade da doença, esses danos chegaram a 100%. O tratamento com 18 

somente duas aplicações do fungicida ao longo do ciclo apresentou resultados 19 

superiores ao da Testemunha e, apesar de ter apresentado resultados inferiores de 20 

controle em relação a quatro aplicações do fungicida, manteve a mesma 21 

produtividade com economia nas aplicações. 22 

Os resultados evidenciam a necessidade de se realizar testes com outros 23 

biofungicidas à base de Bacillus no manejo da ferrugem asiática da soja, pois 24 

considerando os relatos de Godoy et al. (2015), bem como as informações de 25 

Klappach (2017) pelo FRAC, a população de Phakopsora pachyrhizi está 26 

gradualmente se tornando resistente aos principais fungicidas. 27 
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Tabela 1: Esquema de aplicação dos produtos à base de Bacillus subtilis QST-713, óleo de café 1 
torrado e o fungicida comercial à base de Piraclostrobina + Epoxiconazol visando ao controle da 2 
ferrugem asiática da soja. 3 

Tratamento 1ºAplicação 2ºAplicação 3ºAplicação 4ºAplicação 

T1 Bacillus Bacillus Bacillus Bacillus 

T2 Óleo Café Óleo Café Óleo Café Óleo Café 

T3 Fungicida Fungicida Fungicida Fungicida 

T4 Fungicida Água Fungicida Água 

T5 Bacillus Fungicida Bacillus Fungicida 

T6 Fungicida Bacillus Fungicida Bacillus 

T7 Óleo Café Fungicida Óleo Café Fungicida 

T8 Fungicida Óleo Café Fungicida Óleo Café 

T9 Água Fungicida Água Fungicida 

T10 Testemunha Testemunha Testemunha Testemunha 

 4 
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Tabela 2: Efeito da aplicação de produtos à base de Bacillus subtilis QST-713, óleo de café torrado e fungicida comercial (Piraclostrobina + Epoxiconazol) 1 
sobre a severidade da ferrugem da soja, área abaixo da curva de progresso da doença (AACPD), índice de vegetação por diferença normalizada (NDVI), 2 
peso de 100 sementes e produtividade no Campo Experimental 1, sob infestação de Phakopsora pachyrizhi. 3 

Aplicações Severidade (%) 
AACPD 

NDVI Peso 100  
sementes (g) 

Produtividade 
 (Kg.ha-1) 1a 2a 3a 4a 1

a
 

2
a
 

3
a
 

4
a
 

1
a
 

2
a
 

3
a
 

B B B B 0,10 abc 4,38 b 12,35 b 33,33 b 234,2 b 0,73 a 0,71 a 0,62 ab 13,44 abc 2224,1 a 

O O O O 0,26 ab 2,41 bc 9,31 cd 43,13 a 233,9 b 0,73 a 0,68 bc 0,57 cd 11,97 bc 1642,9 c 

F F F F 0,04 c 1,61 c 8,52 d 17,15 e 131,2 e 0,73 a 0,71 a 0,63 a 14,94a 2260,0 a 

F A F A 0,13 abc 2,55 bc 12,12 bc 26,3 c 195,2 c 0,72 ab 0,69 ab 0,60 abc 13,04 abc 2110,9 ab 

B F B F 0,08 bc 2,31 bc 9,52 bcd 20,12 de 153,5 de 0,73 a 0,69 ab 0,60 abc 13,95 ab 2345,5 a 

F B F B 0,09 abc 3,39 bc 10,35 bcd 21,4 d 171,4 cd 0,72 ab 0,68 bc 0,63 a 14,00 ab 2263,3 a 

O F O F 0,13 abc 2,85 bc 9,9 bcd 26,65 c 183 cd 0,72 ab 0,68 bc 0,58 bcd 10,98 c 1769,8 bc 

F O F O 0,11 abc 2,15 bc 8,6 d 26,27 c 167,6 cd 0,72 ab 0,68 bc 0,57 cd 12,20 abc 2028,3 abc 

A F A F 0,11 abc 3,25 bc 10,85 bcd 27,7 c 196,1 c 0,71 ab 0,69 ab 0,54 de 12,60 abc 1951,2 abc 

A A A A 0,28 a 11,68 a 22,07 a 45,22 a 395,6 a 0,70 b 0,65 c 0,51 e 10,75c 1595,7 c 

CV(%) 59,92 27,83 10,66 4,5 6,52 1,61 1,64 3,25 9,52 9,01 

 1Médias seguidas por letras iguais, nas colunas, não diferem entre si pelo teste de Tukey (0,05 probabilidade).  4 
2 B = Bacillus subitilis QST-713; O = Óleo de café torrado; F = Fungicida ((Piraclostrobina + Epoxiconazol- Ópera®); A = Água 5 
 6 
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Tabela 3: Efeito da aplicação de produtos à base de Bacillus subtilis QST-713, óleo de café torrado e fungicida comercial (Piraclostrobina + Epoxiconazol) 1 
sobre a severidade da ferrugem da soja, área abaixo da curva de progresso da doença (AACPD), índice de vegetação por diferença normalizada (NDVI), 2 
peso de 100 sementes e produtividade no Campo Experimental 2, sob infestação de Phakopsora pachyrizhi. 3 

Aplicações Severidade (%)  
AACPD 

NDVI 
Peso 100 

sementes (g) 
Produtividade 

(Kg.ha-1) 
1a 2a 3a 4a 1

a
 

2
a
 

3
a
 

4
a
 

1
a
 

2
a
 

3
a
 

B B B B 0,29 b 3,4 c 12,75 e 30,1 de 219,42 d 0,71 a 0,63 ab 0,50 ab 12,69 a 2106,9 ab 

O O O O 0,75 a 7,75 b 19,6 b 47,12 b 359,55 b 0,66 b 0,57 cd 0,35 c 11,44 ab 1780,7 bc 

F F F F 0,05 c 1,5 d 8,4 f 20,95 f 142,81 e 0,71 a 0,66a 0,55 a 14,62 a 2279,7 a 

F A F A 0,21 bc 8,15 b 13,17 e 29,25 e 252,40 c 0,68 ab 0,61 abc 0,41 bc 12,87 a 2158,5 ab 

B F B F 0,16 bc 3,15 c 12,3 e 27,5 e 205,49 d 0,71 a 0,64 ab 0,48 abc 13,52 a 2172,8 ab 

F B F B 0,25 bc 3,25 c 9,02 f 20,8 f 159,63 e 0,71 a 0,65 ab 0,56 a 12,62 ab 2052,3 abc 

O F O F 0,81 a 2,4 cd 18,62 bc 33,1 cd 265,84 c 0,69 ab 0,59 bc 0,39 bc 11,5 ab 1836,6 abc 

F O F O 0,28 b 8,1 b 13,85 de 35,87 c 280,20 c 0,66 b 0,56 cd 0,40 bc 11,83 ab 1832,5 bc 

A F A F 0,92 a 3,7 c 16,47 cd 34,67 c 265,82 c 0,68 ab 0,60 abc 0,39 bc 12,55 ab 1932,3 abc 

A A A A 0,91 a 11,15 a 25,975 a 57,27 a 463,50 a 0,65 b 0,52 d 0,37 bc 9,38 b 1644,1 c 

CV(%) 18,92 11,43 8,47 4,36 4,54 2,61 3,9 13,53 4,46 9,22 

 1 Médias seguidas por letras iguais, nas colunas, não diferem entre si pelo teste de Tukey (0,05 probabilidade).  4 
2B = Bacillus subtilis QST 713; O = Óleo de café torrado; F = Fungicida (Ópera®); A = Água. 5 
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6 Considerações finais 

Os isolados de Bacillus subtilis, B. firmus e B. amyloliquefaciens demonstraram, 

em condições controladas, serem promissores agentes de biocontrole e devem, 

portanto, serem submetidos a testes em condições reais de ocorrência das doenças 

para verificar o real potencial para serem utilizados como biopesticidas. 

Diversos isolados de Bacillus inibiram Sclerotinia sclerotiorum e promoveram o 

crescimento em plantas de soja, principalmente os isolados AP 51, AP 106, QST 2808, 

AP 117, AP 03, AP 25, QST 713 e AP 40, tanto com ou sem aplicação do inoculante. 

Os resultados obtidos no campo permitem recomendar a utilização do produto 

à base de B. subtilis QST-713 para compor um programa de manejo da ferrugem 

asiática da soja em ciclos agrícolas em que as condições ambientais não permitam 

que a doença ocorra com alta intensidade. 

Desta forma, a utilização de Bacillus, principalmente na cultura da soja, pode 

ser ampliada pela possibilidade destas bactérias serem aplicadas por tratamento de 

sementes visando a promoção de crescimento, bem como a proteção das sementes 

contra S. sclerotiorum e outros patógenos do solo. O rápido desenvolvimento inicial 

da cultura, mediado por isolados de Bacillus, pode trazer benefícios como o 

fechamento antecipado do dossel e a diminuição do período em que as plantas estão 

expostas a doenças, como a ferrugem da soja, em que o inóculo aumenta 

significativamente com o decorrer da safra.    
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