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Resumo  

 

Nos últimos anos, mudanças nos sistemas de cultivo para melhorar a produção agrícola, 

favoreceram o aumento na ocorrência e severidade de doenças e o uso intensivo de fungicidas 

para o controle de fitopatógenos. Contudo, o uso indiscriminado de fungicidas pode afetar 

negativamente o meio ambiente e aumentar a resistência dos patógenos. Além disso, para 

alguns casos, como Fusarium verticillioides, não existem fungicidas químicos eficazes para o 

controle do fungo. Fusarium verticillioides é considerado um dos principais patógenos do 

milho. Este patógeno pode causar perdas de sementes, morte de plântulas, podridão do colmo, 

podridão de raiz e espiga e danos aos grãos armazenados Além disso, F. verticillioides produz 

fumonisinas e micotoxinas nocivas a humanos e animais, que são obstáculos ao comércio 

internacional. A dificuldade do controle fúngico tem estimulado pesquisas envolvendo o 

manejo integrado de doenças, sendo o controle biológico uma estratégia viável com potencial 

de aproveitamento e sustentável. Além disso, algumas bactérias antagonistas de fungos também 

podem desempenhar funções como promotores de crescimento de plantas. Assim, esses 

organismos são candidatos ideais para o desenvolvimento de bioprodutos. Neste estudo, três 

bactérias isoladas de milho e duas isoladas do sorgo foram avaliadas como candidatas para o 

controle biológico de fungos patogênicos do milho e promotoras de crescimento vegetal. Testes 

preliminares de seleção in vitro mostraram a atividade antagônica dessas bactérias contra 

importantes fitopatógenos da cultura do milho. O sequenciamento genômico revelou que as 

cepas bacterianas pertencem às espécies Bacillus velezensis (LIS05, IM14 e CT02), 

Paenibacillus ottowii (LIS04) e Pseudomonas aeruginosa (IPR45). A análise dos filtrados 

bacterianos por UPLC-MS e a análise genômica revelaram que diferentes metabólitos 

antifúngicos inibiram o crescimento de Fusarium verticillioides, sendo eles, iturina, fengicina 

e surfactina (B. velezensis), quinolona e ramnolipídio (P. aeruginosa) e polimixina (P. ottowii). 

Além disso, a análise do genoma dos cinco isolados revelou outros genes envolvidos na síntese 

de metabólitos bioativos. O potencial dessas linhagens como agentes de biocontrole e 

promotoras de crescimento vegetal foi validado por experimentos em casa de vegetação e em 

campo. Sob condições controladas, utilizando isolados individualemente ou em combinação 

com outras bactérias ou fungicidas químicos, os tratamentos favoreceram a melhoria da 

germinação de sementes, altura de planta, diâmetro de caule, matéria seca de planta e matéria 

seca de raiz. Nas avaliações de campo, todos os isolados, individualmente ou em combinação, 

foram eficientes na redução da podridão do colmo causada por F. verticillioides. Os tratamentos 



 

 

com duas bactérias ou bactérias mais fungicidas preveniram eficientemente as perdas de 

produtividade das plantas inoculadas com F. verticillioides. Além disso, essas bactérias 

selecionadas apresentaram características in vitro para promoção do crescimento vegetal, que 

foram confirmadas por testes em casa de vegetação. A combinação de dois isolados de B. 

velezensis (CT02 + IM14) promoveu aumentos de 18,1% na altura da planta, 15,1% no diâmetro 

do caule, 44% na massa seca da parte aérea MSPA, 72,4% na massa seca das raízes MSR e 46,8 

% na massa seca total. Este trabalho apresenta resultados sobre como os microrganismos 

selecionados controlam os fitopatógenos e a proporção do efeito protetor da bactéria antagonista 

no controle de F. verticillioides. Além disso, os resultados abrem novas perspectivas para o uso 

dessas bactérias no desenvolvimento de biofungicidas multifuncionais. 

 

Palavras-chave: Bacillus sp. Pseudomonas sp. Paenibacillus sp. Bioprodutos. Fusariose. 
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Abstract 

 

In recent years, changes in cropping systems to improve agricultural production have favored 

an increase in the occurrence and severity of diseases and the intensive use of fungicides to 

control phytopathogens. However, the indiscriminate use of fungicides can negatively affect 

the environment and increase pathogen resistance. Furthermore, in some cases, such as 

Fusarium verticillioides, there are no effective chemical fungicides to control the fungus. 

Fusarium verticillioides is considered one of the primary pathogens of maize. This pathogen 

can cause seed losses, seedling death, stem rot, root and ear rot, and damages to stored grains. 

In addition, F. verticillioides produces fumonisins and mycotoxins harmful to humans and 

animals, which are obstacles to international trade. The difficulty of fungal control has 

stimulated research involving integrated disease management, with biological control being a 

feasible strategy with the potential for advantageous and sustainable use. Furthermore, some 

fungi-antagonistic bacteria may also perform functions like plant growth promoters. Thus, these 

organisms are ideal candidates for developing bioproducts. In this study, three bacteria isolated 

from maize and two isolated from sorghum were evaluated as candidates for biological control 

of maize pathogenic fungi and plant growth promoters. Preliminary tests in vitro showed the 

antagonistic activity of these bacteria against important pathogenic fungi of maize crops. 

Genomic sequencing revealed that the bacterial strains belong to the Bacillus velezensis species 

(LIS05, IM14, and CT02), Paenibacillus ottowii (LIS04), and Pseudomonas aeruginosa 

(IPR45). Analysis of bacterial filtrates by UPLC-MS and genomic analysis revealed that 

different antifungal metabolites inhibited the growth of Fusarium verticillioides, namely, iturin, 

fengycin, and surfactin (B. velezensis), quinolone and rhamnolipid (P. aeruginosa) and 

polymyxin (P. ottowii). Furthermore, the five isolates' genome analysis revealed other genes 

involved in synthesizing bioactive metabolites. The potential of these strains as biocontrol 

agents and plant growth promoters was validated by greenhouse and field experiments. Under 

controlled conditions, using isolates, individually or in combination with other bacteria or 

chemical fungicides, the treatments favored the improvement of seed germination, plant height, 

stalk diameter, plant dry matter, and root dry matter. In field evaluations, all isolates, 

individually or in combination, were efficient in reducing the stalk rot caused by F. 

verticillioides. The treatments using two bacteria or bacteria plus fungicides efficiently 

prevented yield losses by plants inoculated with F. verticillioides. Furthermore, these selected 

bacteria showed in vitro characteristics for plant growth promotion, which were confirmed by 



 

 

greenhouse tests. The combination of two B. velezensis isolates (CT02 + IM14) promoted 

increases of 18.1% in plant height, 15.1% in stem diameter, 44% in shoot dry mass MSPA, 72, 

4% in the dry mass of MSR roots, and 46.8% in the total dry mass. This work presents results 

concerning how the selected microorganisms control phytopathogens and the proportion of the 

plant-protective effect of the antagonistic bacteria in controlling F. verticillioides. In addition, 

the results open new perspectives for using these bacteria to develop multifunctional 

biofungicides. 

 

Keywords: Bacillus sp. Pseudomonas sp. Paenibacillus sp. Bioproducts. Fusariosis. Maize. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 A cultura do milho  

 

O milho é a segunda cultura em importância no cenário agrícola do Brasil, sendo 

superado apenas pela soja, que lidera a produção de grãos no país (CONAB, 2022). O principal 

destino do grão é a alimentação animal, especialmente, na produção de suínos e aves. O milho 

é cultivado em praticamente todo o território nacional, sendo que grande parte da produção do 

país se concentra nas regiões Centro-Oeste (49,64% da área e 56,76% da produção), Sul 

(20,06% da área e 18,97% da produção) e Sudeste (10,57% da área e 10,66% da produção) 

(CONAB, 2022). 

No cenário mundial, o Brasil ocupa uma posição de destaque como o terceiro maior 

produtor de milho, ficando atrás apenas da China e dos Estados Unidos. Na safra de 2021/22, 

segundo o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA, 2022), o Brasil produziu 

116 milhões de toneladas de milho, enquanto os Estados Unidos, o maior produtor mundial, 

teve uma produção média de 382 milhões de toneladas, seguido pela China, com uma produção 

de 272 milhões de toneladas. A estimativa é que a produção brasileira possa atingir 125,8 

milhões de toneladas na safra 2022/23. Se confirmado, esse valor corresponde a um incremento 

de 11,2% em relação ao último ciclo (CONAB, 2022). O aumento da produtividade e expansão 

do cultivo do milho de segunda safra, que ocorreram em função dos elevados investimentos em 

máquinas, na adubação e correção do solo, no melhoramento genético e a adaptações dos 

períodos de plantio, foram alguns dos fatores que possibilitaram o aumento da produção 

nacional (Sanches e Sales, 2022).  

Além de atender a demanda do mercado interno, liderado pelos setores ligados à 

alimentação humana e animal, o Brasil se destaca mundialmente como grande exportador de 

milho, garantindo o fornecimento pricipalmente durante o período de entressafra dos Estados 

Unidos, sendo o Japão, a Espanha, o Egito, o Irã, e a Coréia do Sul os principais países 

importadores do cereal no último ano (MAPA, 2022). O volume acumulado das exportações 

no intervalo de janeiro a novembro de 2022 atingiu 37,19 milhões de toneladas contra 17,02 

milhões, em igual período do ano passado, representando aumento de 20,17 milhões de 

toneladas e crescimento de 118,5%, no comparativo. O forte crescimento das exportações 

brasileiras foi impulsionado pela alta dos preços internacionais, bem como pela queda na 

produção mundial do cereal (CONAB, 2022).  
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1.2 Incidência de doenças no milho e Fusarium verticillioides  

 

Embora o Brasil seja um dos maiores produtores mundiais de milho, sua produtividade 

média ainda é menor que a dos principais países concorrentes (ABIMILHO, 2020). Isto tem 

sido atribuído a diferentes fatores que podem afetar o rendimento do milho, entre eles o tipo de 

solo, o estresse hídrico, a época de semeadura, o potencial produtivo do híbrido, a competição 

por plantas daninhas, o ataque de insetos e as doenças provocadas por microrganismos (Barroso 

et al., 2017). Dentre esses fatores, a ocorrência de doenças tem gerado preocupações por parte 

dos produtores e técnicos, em razão dos danos que causam à cultura (Lanza et al., 2012), pois 

afetam a quantidade e a qualidade dos grãos produzidos (Nguyen et al., 2017).  

As doenças representam a segunda maior causa de deterioração dos grãos, perdendo 

apenas para o ataque de insetos. A contaminação dos grãos de milho pelos fungos pode ocorrer 

em qualquer etapa da cadeia produtiva e ser influenciada, principalmente, por fatores como 

condição física e sanitária dos grãos, condições de armazenamento, presença de insetos e 

ácaros, condições climáticas, disponibilidade de água, composição química dos grãos, práticas 

agrícolas, entre outros (Silva et al., 2017).  

Os fungos que atacam a cultura do milho podem causar as podridões das espigas com a 

formação de grãos ardidos (Stefanello et al., 2012). Atualmente, isto constitui um dos principais 

problemas na produção de milho, pois resultam na desvalorização do produto no mercado, uma 

vez que é descontado no valor de venda um percentual referente a presença desses grãos (Silva 

et al., 2015).  Além disso, os grãos ardidos apresentam elevada redução do seu valor nutricional 

e são mais leves do que os sadios o que acarreta na redução da quantidade produzida (Costa et 

al., 2011).    

As plantas de milho são atacadas por várias espécies de Fusarium responsáveis por 

doenças como podridão das raízes, podridão dos colmos, podridão das sementes e podridão das 

espigas, sendo Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg relatado como o patógeno mais 

difundido do milho em todo mundo, incluindo o Brasil (Almeida, 2000; Lanza et al., 2014). 

Essa espécie é distribuída mundialmente, mas predomina em regiões tropicais e subtropicais 

(Chavarri et al., 2017). Os sintomas causados por F. verticillioides em plantas de milho incluem 

alteração da coloração externa da base do colmo, sendo que as plantas infectadas apresentam a 

medula de cor branco-rosada a rosa-salmão. Em casos mais severos de infecção, pode ocorrer 

esporulação do patógeno na parte externa do tecido afetado, sendo possível observar a presença 

de esporos de cor rosa-salmão. O apodrecimento pode afetar as raízes, levar a quebra do colmo 

e a maturação prematura (Reis et al., 2004). 
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Fusarium verticillioides também produz micotoxinas, metabólitos tóxicos prejudiciais 

para seres humanos e animais que consomem os grãos contaminados (Deepa & Sreenivasa, 

2017; Blacutt et al., 2018) sendo as fumonisinas as mais comuns (Lanza et al., 2014; Pitt, 2014; 

Blacutt et al., 2018). A contaminação de grãos por micotoxinas pode constituir um obstáculo 

ao comércio internacional devido a barreiras fitossanitárias impostas pelos países 

consumidores, onde há rígido controle dos limites máximos permitidos de micotoxinas nos 

produtos importados (Mulunda et al., 2013). 

Na associação com o milho, F. verticillioides é um exemplo de endofítico facultativo, 

existindo tanto na forma biotrófica, quando utilizando o hospedeiro para sua sobrevivência, 

quanto na forma saprofítica, obtendo nutrientes de restos vegetais em decomposição no solo 

(Samsudin e Magan, 2015). Na fase saprofítica, F. verticillioides sobrevive e se multiplica nos 

restos da cultura de milho, sendo essa a principal fonte de inóculo (Pinto, 2005). Os esporos do 

fungo podem ser disseminados pelo ar, por insetos, pela água de irrigação ou pelo uso de 

implements agrícolas contaminados (Vincelli et al., 2002; Davis et al., 2006). As principais 

portas de entrada de F. verticillioides são as sementes, ferimentos na planta adulta ou através 

do cabelo do milho (Munkvold et al. 1997), sendo esta última a forma mais eficiente de 

infecção, causando o rompimento da semente e maior severidade na podridão da espiga 

(Warfield & Davis, 1996). 

As estratégias de controle de F. verticillioides incluem a utilização de cultivares de 

milho resistentes e a adoção de práticas culturais, como rotação de culturas e práticas de plantio, 

visando reduzir o potencial de inóculo (Olowe et al., 2018). A utilização de fungicidas químicos 

constitui a principal medida de controle contra F. verticillioides no entanto, o uso excessivo e 

inadequado dos fungicidas pode trazer inúmeros riscos tanto para o meio ambiente quanto para 

a saúde humana (Xu e Kim, 2014), podendo ainda promover o aumento da resistência dos 

fitopatógenos e eliminar microrganismos que são essenciais ao ambiente, por exemplo, os que 

degradam matéria orgânica e aqueles que são utilizados em programas de biocontrole (Spadotto 

et al., 2004). Além disso, o uso de fungidas químicos em alguns casos não tem apresentado 

resultados efetivos, conforme relatado por Lanza e colaboradores (2016), onde a aplicação de 

fungicidas foi ineficiente na redução da incidência de patógenos fúngicos, de grãos ardidos e 

dos teores de fumonisinas totais em grãos de milho. 

 

1.3 Fumonisinas 

 



18 

 

 

As fumonisinas são um grupo de micotoxinas originalmente isoladas de F. 

verticillioides. A frequente ocorrência de fungos toxigênicos, aliada ao clima tropical do país 

favorece a síntese dessas micotoxinas em milho (Midio e Martins, 2000). Em um trabalho de 

Lanza e colaboradores (2014), foi analisada a frequência de espécies de Fusarium associadas 

com grãos de milho nas principais regiões produtoras no Brasil e o potencial desses fungos na 

produção de fumonisinas. Fusarium verticillioides foi encontrada em 99% das amostras e todos 

os isolados testados produziram a micotoxina nos grãos.  

A contaminação dos grãos por fumonisinas pode ocorrer tanto no campo, quando as 

condições são favoráveis ao desenvolvimento dos fungos, quanto em situações de 

armazenamento. O alto teor de umidade nos grãos conservados (18-23%) favorece a 

proliferação dos microrganismos e pode aumentar consideravelmente os teores de fumonisinas 

(Figueira et al., 2003).      

As micotoxinas podem entrar na cadeia alimentar por via direta ou indireta. Na via 

direta, os fungos toxigênicos primeiramente contaminam o produto, o alimento ou a ração e 

posteriormente sintetizam a micotoxina. Por outro lado, a contaminação indireta ocorre quando 

um ingrediente qualquer foi previamente contaminado por um fungo toxigênico, e mesmo que 

o fungo tenha sido eliminado durante o processo industrial, as micotoxinas ainda permanecem 

no produto final (Freire et al, 2007). 

A contaminação de rações por fumonisinas causa efeitos na produção agrícola e na 

saúde humana e animal. Estudos tem demonstrado a relação do consumo de rações 

contaminadas com fumonisinas com casos de leucoencefalomalácea (LEM) em equinos 

(Marasas et al., 1988; Echenique et al., 2019), além de doenças em suínos recém-desmamados 

ou adultos, caracterizadas por edema pulmonar e hidrotórax (Mostrom, 2022). Em aves, as 

fumonisinas causam diminuição do consumo de ração e ganho de peso corporal, aumento dos 

pesos relativos do fígado e dos rins e necrose hepática (Tessari et al., 2010). Para humanos, o 

consumo de grãos contaminados com essa micotoxina está associado com doenças como o 

câncer esofágico, com alta incidência principalmente em regiões onde o milho é a base da dieta 

da população (Sydenham et al., 1990; Kamle et al., 2019).  

Os prejuízos econômicos causados pelas micotoxinas afetam toda a cadeia de produção, 

desde a produção primária, passando por todas as etapas de produção e podendo chegar até o 

produto final. Segundo a Organização Mundial para Alimentação e Agricultura (FAO) 

aproximadamente 25% dos alimentos produzidos no mundo estão contaminados com 

micotoxinas, gerando perdas anuais de um bilhão de dólares (FAO, 2020). 
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1.4 Microrganismos no controle biológico e na promoção de crescimento vegetal 

 

As doenças causadas por fungos na cultura do milho tem sido um problema no mundo, 

e diferentes estratégias têm sido propostas para controlar esses patógenos (Khan et al., 2017). 

Devido a demanda crescente por técnicas ecologicamente corretas na agricultura, houve um 

aumento na busca por métodos alternativos de controle de doenças (Bhattacharyya et al., 2017). 

Diante disso, um dos maiores desafios a ser enfrentado será o desenvolvimento de métodos 

alternativos para reduzir o uso de pesticidas químicos para o controle das doenças.  

O controle biológico tem se apresentado como uma alternativa promissora nesse caso 

(Rahman, 2018). Essa estratégia apresenta as vantagens de ser segura ao meio ambiente e de 

baixo custo quando comparada com métodos convencionais de tratamento (Brito et al., 2013). 

Dentre os principais gêneros bacterianos utilizados como agentes de controle biológico 

destacam-se Bacillus, Paenibacillus e Pseudomonas (O’Brien, 2017; Padda et al., 2017; 

Bonaterra et al., 2022). Essas bactérias apresentam características próprias que lhes oferecem 

vantagens como agentes de controle biológico e serem capazes de produzir metabólitos 

secundários bioativos com atividade antagônica sobre fungos e bactérias patogênicas (Saharan 

e Nehra, 2011). 

A atividade de controle da doença exercida pelos microrganismos antagonistas é 

complexa e inclui vários mecanismos  (Santoyo et al., 2012), como a produção de compostos 

antimicrobianos solúveis e voláteis; competição por locais de colonização e nutrientes; 

competição por minerais, por exemplo ferro, através da produção de sideróforos; parasitismo 

que pode envolver a produção de enzimas extracelulares degradadoras da parede celular e 

indução da resistência sistêmica das plantas (Ahanger et al., 2014). O conhecimento de como 

os antagonistas atuam é de grande importância para a seleção adequada das estirpes que serão 

utilizadas nobiocontrole para doenças de plantas (O’Brien, 2017). Essas informações ajudam a 

otimizar a forma e o tempo de aplicação das formulações em campo, aumentando a eficiência 

do tratamento (Massart et al., 2015).  

Além de sua atividade de biocontrole, representantes dos gêneros Bacillus, 

Paenibacillus e Pseudomonas também promovem diretamente o crescimento e a saúde das 

plantas por meio de características fitoestimulatórias e biofertilizantes (Kavamura et al., 2013, 

Abdel-Rahman et al., 2017, Vurukonda et al., 2018). Essa função é resultado da capacidade 

desses microrganismos de produzirem fitohormônios; fixarem nitrogênio; aumentarem a 

absorção de nutrientes através da produção de sideróforos e ácidos orgânicos envolvidos na 

solubilização de fosfato (Graças et al., 2015). Por exemplo, em um trabalho de Islam e 
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colaboradores (2014), foi mostrado que a inoculação de sementes de trigo com um isolado de 

Pseudomonas sp. favoreceu o crescimento das plantas pela absorção de P e N, aumentando os 

teores de clorofila foliar, produção total de proteína solúvel e biomassa vegetal. 

 

1.5 Produção de compostos bioativos  

 

Os procariotos produzem cerca de 22.000 compostos bioativos, sendo que 75% do total 

apresenta atividade antibiótica (Salamoni, 2010). A produção desses compostos faz parte do 

metabolismo secundário dos microrganismos e tem como principal função atuar na proteção 

contra outros organismos para competição e crescimento no ambiente (Pusztahelyi et al., 2015). 

A antibiose associada à produção de compostos antimicrobianos tem se revelado como um 

mecanismo importante na maioria dos trabalhos relacionados ao controle biológico (Arseneault 

e Filion, 2017). Alguns antagonistas são capazes de produzir diferentes tipos de metabólitos 

solúveis e voláteis (Tabela 1 e 2), que podem suprimir um ou mais patógenos, aumentando 

assim o espectro de doenças controladas com os produtos que os contenham (Arseneault e 

Filion, 2017). 

Considerando a ampla diversidade de microrganismos existentes, os metabólitos 

microbianos representam uma fonte potencial de moléculas bioativas que podem ser utilizadas 

para o desenvolvimento de novos biofungicidas para o uso agrícola. As pesquisas que 

investigam os compostos produzidos pelos microrganismos são de grande importância pois 

abrem caminho para a descoberta de novas moléculas devido à diversidade estrutural e 

funcional relatadas para essas moléculas (Santos e Monteiro, 2016).   

Espécies do gênero Bacillus apresentam capacidade de produzir muitos compostos 

antimicrobianos voláteis e não voláteis (Asari et al., 2016; Sarangi e Ramakrishnan, 2016). Esse 

gênero possui de 4 a 8% de todo seu genoma dedicado à biossíntese de diferentes metabólitos, 

incluindo os compostos antifúngicos fengicina, a iturina, a sufactina, bacilisina, bacillomicina, 

micosubtilina, plipastatina, macrolactina (Chung et al., 2008; Zaid et al., 2022). Dentre os 

principais metabólitos com propriedade antifúngica de Bacillus, destacam-se os lipopeptídeos 

cíclicos (CLPs) como a iturina, fengicina e surfactina, que são uma classe imporante de 

biossurfactantes. Os CLPs de Bacillus apresentam uma forte atividade antifúngica contra 

fungos filamentosos e podem induzir a resistência das plantas (Gong et al., 2015; Kim et al., 

2017a). Esses metabólitos atuam na membrana citoplasmática, podendo causar o vazamento de 

substâncias vitais que acabam levando a célula à morte (Ongena e Jacques, 2008, Fira et al., 

2018). 
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Bactérias do gênero Pseudomonas também são bastante investigadas quanto à atividade 

antagonista por apresentam capacidade de produzir uma ampla gama de compostos que são 

ativos contra diversos fungos fitopatogênicos (Bhattacharyya e Jha, 2012). Os principais 

metabólitos produzidos por Pseudomonas incluem antifúngicos peptídicos como a 

viscosinamida; antibióticos, como floroglucinóis, fenazinas, pioluteorina e pirrolnitrila; 

enzimas; gás hidrocianeto; sideróforos, como o ácido salicílico, a pioeverdina e a pioquelina, 

responsáveis por quelar o ferro e outros metais, que conferem vantagem competitiva aos agentes 

de biocontrole pela limitação de minerais essenciais nos habitats naturais (Radzki, 2013). 

Espécies de Pseudomonas também são produtoras de ramnolipídios, compostos com grande 

potencial para uso na agricultura como biopesticida, pois apresentam atividade inibitória contra 

diferentes microrganismos causadores de doenças, além de estimular respostas de defesa das 

plantas (Vatsa et al., 2010). 

Espécies de Paenibacillus polymyxa são eficientes produtoras de metabólitos 

secundários principalmente fusaricidinas e polimixinas, que são lipopeptídeos potentes contra 

patógenos fúngicos e bacterianos (Mülner et al., 2021). 

 

Tabela 1 - Principais metabólitos solúveis produzidos por bactérias do gênero Bacillus sp., de 

Paenibacillus polymyxa e de Pseudomonas aeruginosa envolvidos no controle de doenças de 

plantas causadas por fungos. 

 
Metabólito Classe Espécie  Patógeno alvo Referência 

Fengicina Lipopeptídeo Bacillus sp. ISR; Efeito contra fungo Liu et al. (2019b);  

Zaid et al., 2022 

Surfactina Lipopeptídeo Bacillus sp. ISR; Efeito contra fungo Liu et al. (2019b);  

Zaid et al., 2022 

Iturina Lipopeptídeo Bacillus sp. Efeito contra fungo Liu et al. (2019b);  

Zaid et al., 2022 

Micosubtilina Lipopeptídeo Bacillus sp. ISR; Efeito contra fungo Zaid et al., 2022 

Bacillomicina D Lipopeptídeo Bacillus sp. ISR; Efeito contra fungo Zaid et al., 2022 

Plipastatina Lipopeptídeo Bacillus sp. Efeito contra fungo e 

bactéria 

Zaid et al., 2022 

Bacilisina Dipeptídeo Bacillus sp. Efeito contra fungo e 

bactéria 

Zaid et al., 2022 

Macrolactina 

 

Policetídeo Bacillus sp. ISR; Efeito contra fungo e 

bactéria 

 

Zaid et al., 2022 

Fusaricidina Lipopeptídeo P. polymyxa Efeito contra fungo  

Efeito contra bactéria G+ 

Luo et al., 2018 

 

Polimixina Lipopeptídeo P. polymyxa Efeito contra fungo  

Efeito contra bactéria G- 

Luo et al., 2018 

Paenilarvins Lipopeptídeo Paenibacillus sp. Efeito contra fungo Luo et al., 2018 
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fenazina‐1‐ 

carboxamida 

(PCN) 

Fenazina P. aeruginosa Efeito contra fungo  Kumar et al., 2005 

fenazina-1-

carboxílico 

(PCA) 

Fenazina P. aeruginosa Efeito contra fungo 

 

Bedoya et al., 

2019 

Piocianina Fenazina P. aeruginosa Efeito contra fungo  Mahmoud et al. 

2016 

Pioverdina Sideróforo P. aeruginosa Efeito contra fungo Cesa-Luna et al. 

2020 

Pioquelina Sideróforo P. aeruginosa Efeito contra fungo Cox et al. 1981 

 

 

Tabela 2 - Principais compostos orgânicos voláteis produzidos por bactérias do gênero Bacillus 

sp., de Paenibacillus polymyxa e de Pseudomonas aeruginosa envolvidos no controle de 

doenças de plantas causadas por fungos. 

 
Composto  

Orgânico volátil 

 Espécie  Patógeno alvo Referência 

benzotiazol, benzaldeído, 

undecanal, dodecanal, 

hexadecanal, 2-tridecanona e 

fenol 

 P. polymyxa Fusarium oxysporum Raza et al. 2015 

dimetilsulfóxido, 1 butanol, 3-

hidroxi-2-butanona (acetoína) 

 B. velezensis 

 

Fungos 

fitopatogênicos 

Lim et al. (2017) 

éster metílico do ácido 

hexadecanóico, ácido 

dodecanóico, éster 2-hidroxi-1- 

(hidroximetil) etílico do ácido 

pentadecanóico, ácido 

1,2Benzenodicarboxílico, éster 

dibutílico 

 B. subtilis 

 

Fusarium oxysporum Ramyabharathi  

e Raguchander (2014) 

3-hidroxi-5-metoxi benzeno 

metanol (HMB)  

 P. aeruginosa ISR contra Fusarium 

 

Fátima e Anjum, 2017 

 

1.6 Uso de ferramentas moleculares na prospecção de compostos bioativos 

 

Diante da possibilidade de utilização dos compostos produzidos por microrganismos no 

controle de doenças de plantas, há um interesse crescente na descoberta, síntese e exploração 

dessas moléculas. Conhecer a diversidade dos compostos bioativos produzidos pelos 

microrganismos e seus mecanismos de ação é crucial para sua aplicação eficiente na agricultura 

(Gomes et al., 2018). Ao longo de muitos anos, técnicas microscópicas e bioquímicas foram 

utilizadas para identificar como os antagonistas atuam (Massart et al., 2015), porém, não 

permitiram que os mecanismos de ação fossem completamente elucidados. Por sua vez, o 
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desenvolvimento de técnicas moleculares avançadas tem permitido a compreensão detalhada 

dos mecanismos de biocontrole de diversos microrganismos (O’Brien, 2017). Os números 

crescentes de estudos utilizando ferramentas moleculares foram integrados a esse campo, 

permitindo uma identificação mais eficiente de metabólitos ecologicamente importantes 

(Paterson et al., 2017). 

O uso de abordagens denominadas ômicas tem permitido novos estudos de 

bioprospecção para a busca de novos compostos bioativos. O genoma estuda a molécula de 

DNA e a informação nela armazenada. A transcriptômica estuda o primeiro passo do fluxo da 

informação genética, ou seja, a transcrição do DNA para o RNA e quais são os genes estão 

sendo expressos em um determinado momento da vida de um microrganismo (Silva, 2012). A 

proteômica estuda a expressão e a identificação das proteínas de um organismo e suas funções 

(Noordin e Othma, 2013). E a metabolômica analisa quantitativamente e qualitativamente, o 

conjunto completo de metabólitos e os produtos finais dos diversos processos celulares (Koek 

et al., 2011. Essa abordagem permite que o microrganismo seja estudado no nível de sistemas, 

onde os genes e sua expressão não são estudados de forma isolada, mas como integrantes de 

uma rede complexa. Além de identificar os genes, essas técnicas permitem compreender sua 

expressão e a inter-relação com os demais genes (Souza et al., 2014). 

Para a prospecção de compostos de interesse, várias ferramentas podem ser utilizadas, 

entre elas a genômica, que fornece dados referentes a sequência completa do material genético 

de um microrganismo. O sequenciamento comparativo do genoma identifica genes específicos 

que codificam metabólitos secundários envolvidos na ação de controle dos patógenos (Palazzini 

et al., 2016). Por exemplo, Martínez-Raudales e colaboradores (2017), analisando o genoma do 

agente de controle biológico B. velezesis 3A-25B, encontraram vários genes envolvidos na 

biossíntese de compostos com efeitos tóxicos sobre estruturas de fungos, além de genes que 

induzem a resitência sistêmica nas plantas, o que explica em parte a atividade biológica 

demonstrada in vitro ou in vivo. 

Além da identificação de genes relacionados à produção de compostos bioativos, a 

genômica permite avaliar uma possível patogenicidade de um microrganismo, uma vez que 

todo o genoma é examinado. Com isso, a seleção dos agentes de biocontrole se torna mais 

eficiente e segura, considerando futuras aplicações desses microrganismos no campo (Paterson 

et al., 2017). O número de genomas sequenciados e depositados em base de dados encontra-se 

em constante crescimento, uma vez que as ferramentas moleculares permitiram que muitos 

genomas fossem sequenciados e depositados nos bancos de dados juntamente com suas 

informações associadas.  
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Dessa forma, uma abordagem multidisciplinar com a utilização de ferramentas 

genômicas, transcriptômicas e proteômicas poderão nos ajudar a compreender a complexidade 

dos mecanismos de ação dos microrganismos antagonistas e acelerar a descoberta de novos 

compostos bioativos, pois estas ferramentas direcionam a busca por esses tipos de compostos 

(Souza et al., 2014; Massart et al., 2015). 

 

1.7 Combinação de cepas microbianas no controle biológico 

 

Uma vantagem da técnica de biocontrole é a possibilidade de uso de mistura de 

microrganismos com diferentes mecanismos de controle dos patógenos, o que pode prevenir 

ou, pelo menos, reduzir significativamente o surgimento de populações dos patógenos 

resistentes aos biofungicidas (Vos et al., 2015). Isto porque diversos estudos têm sugerido que 

uma das razões para ocorrência do surgimento de patógenos resistentes é o uso contínuo de 

fungicidas contendo ingrediente ativos com o mesmo modo de ação (Fillinger e Elad, 2016).  

A mistura de diferentes agentes biológicos compatíveis pode resultar em melhor 

colonização do substrato, maior supressão da doença por diferentes mecanismos de controle, 

proteção contra um maior número de patógenos, além de uma maior eficiência sobdiferentes 

condições ambientais (Ogaz et al., 2015). O efeito sinérgico da utilização de dois ou mais 

microrganismos foi descrito por Zalila-Kolsi e colaboradores (2016), onde a utilização de 

inóculo misto de Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus subtilis e P. polymyxa foi mais eficaz em 

reduzir os danos provocados por Fusarium graminearum em plantas de trigo do que tratamentos 

com uma única estirpe. Dunlap e colaboradores (2015), observaram efeito positivo da 

inoculação conjunta de dois isolados bacterianos no controle de Fusarium tanto em ensaios de 

estufa quanto de campo.   

No entanto, nem sempre este efeito benéfico é observado, e em alguns casos, o uso de 

inóculantes com mais de uma estirpe microbiana reduziu o nível da supressão da doença em 

relação a atividade individual dos antagonistas (Stockwell et al., 2011; O’Brien, 2017). Esses 

efeitos ocorrem porque os agentes de controle biológico podem inibir-se mutuamente; portanto, 

estudos de avaliação de interações antagônicas devem ser conduzidos antes do design e 

aplicação de formulações contendo consórcios bacterianos. 

 

1.8 Integração entre controle químico e biológico  
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O controle químico de doenças causadas por patógenos como F. verticillioides, que 

sobrevivem em restos vegetais no solo, não tem tido sucesso satisfatório em muitos casos. Entre 

as dificuldades, destacam-se a longevidade do inóculo no solo, a habilidade desses patógenos 

de infectar o hospedeiro durante longos períodos, além da baixa eficiência de fungicidas para 

erradicar os patógenos nos restos culturais. Além disso, a utilização cada vez maior dos 

fungicidas na agricultura tem promovido o aumento de resistência do patógeno (Kim et al., 

2017a). Diante desses problemas, vários autores têm sugerido a integração de diferentes 

modalidades de controle, ao considerarem que esta estratégia pode proporcionar maior eficácia 

quando comparado ao uso de um único método, como resultado do efeito aditivo das diferentes 

medidas usadas (Khokhar e Gupta, 2014; Paraschivu et al., 2014). 

A adoção de uma única técnica pode muitas vezes levar apenas ao controle parcial da 

doença e não ser suficiente para evitar que perdas na produção aconteçam. Dessa forma, a 

utilização do controle biológico deve ser associada a outros métodos, como o controle químico, 

para o desenvolvimento de um programa eficaz de manejo de doenças (Thoudam e Dutta, 

2014). Esta integração permite ainda a aplicação de doses relativamente baixas do produto 

químico, o que pode diminuir o desenvolvimento de resistência dos patógenos, reduzir danos 

ao meio ambiente e resíduos nos alimentos, além de diminuir os custos de produção (Dubey et 

al., 2015). A maior efetividade do controle integrado pode ser resultado de dois processos. No 

primeiro, a utilização dos compostos químicos pode promover o estresse do fitopatógeno e 

torná-lo mais vulnerável aos microrganismos antagonistas (Bhale e Rajkonda, 2015). No 

segundo, os microrganismos antagonistas podem produzir metabólitos que causam danos à 

parede celular ou alteram a permeabilidade da membrana dos fitopatogenos, aumentando a 

sensibilidade deles aos fungicidas (Kim et al., 2017a). Este último processo foi denominado de 

quimiosensibilização e foi apresentado como nova estratégia para o aumento da eficácia no 

controle de doenças, permitindo aumentar a sensibilidade dos fitopatógenos pela utilização 

simultânea de duas ou mais substâncias fungicidas que teriam pouco ou nenhum efeito se 

utilizadas individualmente e até mesmo em menores doses, como já mencionado (Kim et al, 

2017a).  

Para que seja possível a integração dos dois métodos de controle é importante que os 

microrganismos antagonistas sejam menos afetados pelos fungicidas do que os fitopatógenos, 

ou que consigam se restabelecer mais rapidamente no solo ou na planta após o tratamento 

químico. Portanto, testes que avaliam a sensibilidade dos antagonistas aos compostos químicos 

são de extrema importância para a seleção adequada dos isolados que serão utilizados em um 

programa de biocontrole (Bardin et al., 2015; Wedajo, 2015).  
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2 JUSTIFICATIVA 

 

A contaminação do milho por F. verticillioides representa um sério problema de perda 

da produtividade e da qualidade dos grãos em todo o mundo. Além disso, é uma ameaça 

significativa para a saúde animal e segurança alimentar devido ao potencial dessa espécie de 

produzir micotoxinas como as fumonisinas. O controle de F. verticillioides normalmente é feito 

pela utilização de fungicidas químicos aplicados durante o período de antecessão à doença ou 

por meio do desenvolvimento de plantas resistentes. No entanto, esses métodos não têm 

apresentado resultados tão efetivos e têm gerado problemas como a acumulação de resíduos 

tóxicos nas culturas pela utilização de altas doses e aplicação inadequada dos compostos 

químicos, além do surgimento de patógenos resistentes. 

Diante disso, a demanda por novos agentes antimicrobianos que sejam eficazes no 

controle de doenças é crescente. Uma agricultura sustentável busca métodos que proporcionem 

aumento da produção de alimentos sem deteriorar o meio ambiente e a saúde humana e animal. 

A utilização de métodos como o controle biológico utilizando microrganismos antagonistas ou 

seus metabólitos pode ser uma alternativa viável para atingir esses objetivos. De fato, o método 

hoje é um componente importante entre as práticas de manejo de doenças. Esta estratégia pode 

resolver muitos problemas persistentes na agricultura devido a utilização de fungicidas.  

No entanto, alguns problemas identificados nas pesquisas com controle biológico ainda 

precisam ser solucionados, visando principalmente a obtenção de melhores resultados em 

campo.  Conhecer mais detalhadamente os mecanismos de ação dos antagonistas é de suma 

importância para aumentar a eficiência do controle biológico. Entender como um agente de 

biocontrole atua sobre a capacidade do patógeno de causar doença pode ajudar a antecipar um 

possível desenvolvimento de resistência. Além disso, pode fornecer informações importantes 

para evitar que outros componentes do ecossistema interfiram na interação que leva ao 

biocontrole e assim aumentar a eficácia da técnica, além de fornecer informações assertivas na 

seleção de microrganismos antagonistas mais eficientes. 

Para a seleção correta das bactérias candidatas a bioinoculantes algumas etapas são 

essesnciais, que englobam desde o isolamento inicial dos microrganismos, passando pelas 

etapas de caracterização do microrganismo e desenvolvimento metodológico, seguido de 

reintrodução das bactérias mais eficientes no sistema solo-planta. Em trabalhos anteriores, 

isolamos microrganismos com grande potencial para serem utilizados no controle de F. 

verticillioides, que é um dos principais fungos causadores de doenças no milho em todo o 

mundo. Esses isolados serão caracterizados neste estudo com o objetivo de entender seus 
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principais mecanismos de ação, visando melhores técnicas de aplicação, como por exemplo a 

associação ao controle químico e a coinoculação. Além disso, os isolados selecionados 

anteriormente serão avaliados quanto ao controle da doença na planta de milho, em condições 

controladas e no campo. Com os resultados deste trabalho espera-se selecionar bactérias para o 

desenvolvimento de bioformulações e ampliar as estratégias de manejo de F.verticillioides e 

aumento da produtividade na cultura do milho. 

 

3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar o potencial de bactérias isoladas de milho e sorgo no controle biológico de F. 

verticillioides e promoção de crescimento vegetal pela caracterização da produção de 

compostos antifúngicos e avaliação da eficácia do uso dessas bactérias isoladas e combinadas 

entre si e com o fungicida químico para aumentar o crescimento das plantas e suprimir F. 

verticillioides. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

- Selecionar in vitro bactérias de estigma do milho e de sementes de sorgo com potencial para 

o controle biológico de F. verticillioides e outros fitopatógenos do milho. 

- Avaliar a produção de compostos antifúngicos pelos isolados bacterianos e posteriormente 

identificá-los por Cromatografia Líquida Acoplada à Espectrometria de Massas (HPLC-MS). 

- Investigar no genoma das bactérias selecionadas a presença de genes envolvidos na produção 

de compostos antifúngicos 

- Testar a compatibilidade de bactérias antagonistas para utilização combinada no controle de 

F. verticillioides. 

- Analisar o efeito do fungicida Fludioxonil + Metalaxyl-M no crescimento das bactérias 

antagonistas para selecionar isolados que serão utilizados combinados com fungicida químico 

no controle de F. verticillioides.  

- Avaliar o efeito das bactérias combinadas entre si e combinadas com fungicida químico no 

controle biológico de F. verticillioides em casa de vegetação e campo. 

- Avaliar o potencial de promoção de crescimento de plantas pelas bactérias antagonistas 

selecionadas utilizando testes in vitro.  
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- Testar em casa de vegetação a capacidade dos isolados de promover o crescimento de plantas 

de milho quando inoculados individualmente ou em combinação nas sementes. 

 

4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Microrganismos e condições de cultivo 

 

No estudo, foi utilizado o fitopatógeno F. verticillioides CML 2778, isolado de sorgo 

(Sorghum bicolor), reconhecido como patógeno do milho (Guimarães, 2016) e pertencente à 

Coleção Micológica da Universidade Federal de Lavras/MG (CML). Foram utilizadas 3 

bactérias isoladas de estigma de milho (Zea mays), sendo uma endofítica e duas epifíticas, que 

foram previamente caracterizadas quanto à capacidade de inibir o crescimento de F. 

verticillioides em testes in vitro e casa de vegetação (Diniz et al., 2021). Esses isolados estão 

depositados na Coleção de Microrganismos da Embrapa Milho e Sorgo (CMMF) a -20 ºC e em 

glicerol 20%. Foi feito o sequenciamento parcial do gene 16S rRNA e os isolados foram 

identificados por comparação de sequências no banco de dados do Centro Nacional de 

Informação Biotecnológica (NCBI) usando o programa BLASTN (http: 

//blast.ncbi.nlm.nih.gov). As sequencias foram depositadas no Genbank e seus códigos de 

acesso estão informados na Tabela 3. Também foramincluídas duas novas bactérias de sementes 

de sorgo (Sorghum bicolor) que foram isoladas nesse trabalho.   

 

Tabela 3 - Bactérias isoladas de estigma de milho depositadas na Coleção de Microrganismos 

da Embrapa Milho e Sorgo (CMMF). 

 
Código 

CMMF 

Isolado Local de coleta Identificação Acesso ao 

Genbank 

IM14 estigma de milho Sete Lagoas/MG Bacillus velezensis MK461831.1 

CT02 estigma de milho Sete Lagoas/MG Bacillus velezensis MK461847.1 

IPR45 estigma de milho Sertaneja/PR Pseudomonas aeruginosa    AE004091.2 

 

Sementes de sorgo usadas para o isolamento de bactérias foram coletadas em plantas do 

Cerrado em Sete Lagoas/MG com diferentes graus de infecção de bactérias ou fungos 

filamentosos (Figura 1). Para o isolamento, amostras de biomassa bacteriana observada na 

superfície das sementes de sorgo onde não havia quase crescimento dos fungos (Figura 1), 

foram coletadas com o auxílio de alças de platina estéril e em seguida inoculadas por meio de 

estrias compostas na superfície de placas contendo o meio de cultura Agar Triptona de Soja 

TSA (Kasvi, Brasil) para a obtenção de colônias isoladas. Aquelas com diferentes 
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características macro morfológicas foram purificadas até a obtenção de culturas puras e 

estocadas a -20 ºC em meio Caldo Triptona Soja TSB (Kasvi, Brasil) com glicerol 20%. Essas 

bactérias foram testadas quanto à atividade antagônica contra F. verticillioides in vitro e 

identificadas por meio do sequenciamento de regiões do gene do 16S rRNA. 

 

Figura 1 - Sementes de sorgo coletadas em plantas de cerrado, com diferentes graus de infecção 

de bactérias ou fungos filamentosos.  

 

 

As setas indicam as sementes infectadas por bactérias usadas para o isolamento de potenciais agentes antagonistas 

de Fusarium verticillioides. 

 

4.2 Atividade antagônica in vitro das bactérias isoladas de sementes de sorgo contra 

Fusarium verticillioides 

  

Para a avaliação do antagonismo in vitro contra F. verticillioides foi realizado um teste 

de confronto direto das culturas em meio sólido de acordo com a metodologia adaptada de 

Sagahón et al. (2011). Inicialmente, um disco de 5 mm da borda da cultura pura do patógeno, 

crescido por sete dias em meio Batata Dextrose Agar (BDA), foi transferido para o centro de 

uma placa de Petri (90 mm de diâmetro) contendo o mesmo meio. Em quatro pontos 

equidistantes entre si e do centro foi adicionado 10 µL de suspensão bacteriana na concentração 

aproximada de 108 UFC/mL, crescida por 24 h a 28 °C. O teste foi realizado em triplicata e o 

controle foi composto de placas contendo apenas o fitopatógeno. A medição do raio da colônia 

do fitopatógeno foi realizada na presença e ausência dos microrganismos antagonistas quando 

toda a superfície do meio foi colonizada pelo patógeno no tratamento testemunha, cerca de sete 

dias após a incubação a 28°C com fotoperíodo de 12 h de luz. A inibição de F. verticillioides 

pelos isolados foi calculada em relação ao crescimento micelial na placa controle, de acordo 

com a fórmula:  

 
ZI(%)=(N1−N2)x 100

N1
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Sendo: |ZI| = Zona de inibição; N1= raio do micélio encontrado na ausência do 

antagonista; N2= raio do micélio na presença do antagonista (Campanile et al., 2007). 

 

4.3 Teste de antagonismo das bactérias isoladas de milho e sorgo contra diferentes 

fitopatógenos do milho 

 

Para esse e os demais testes foram utilizadas as três bactérias de estigmas de milho B. 

velezensis (CT02, IM14) e Pseudomonas aeruginosa (IPR45) selecionadas em trabalho anterior 

(Diniz et al., 2021) e dois novos isolados de sementes de sorgo: Paenibacillus sp. (LIS04) e 

Bacillus sp. (LIS05).  

Foi avaliada a atividade antagonista das bactérias isoladas em meio sólido (como 

descrito no item 4.2) contra os patógenos Macrophomina phaseolina, Stenocarpella sp., 

Fusarium graminearum, Colletotrichum graminicola e Bipolaris sp. obtidos do Laboratório de 

Fitopatologia da Embrapa Milho e Sorgo.  

 

4.4 Avaliação de bactérias produtoras de metabólitos secundários com atividade 

antifúngica 

 

4.4.1 Obtenção dos metabólitos secundários 

 

Visando aumentar a probabilidade de detecção de metabólitos secundários com 

atividade antifúngica, a produção de compostos antifúngicos solúveis foi avaliada pelo 

crescimento dos isolados em quatro meios de cultura: meio Caldo Triptona Soja TSB (Kasvi, 

Brasil) (peptona de caseína 17 g/L, peptona de soja 3 g/L, glicose 2,5 g/L, cloreto de sódio 5 

g/L, fosfato dipotássico 2,5 g/L, pH 7,3); meio caldo de Batata Dextrose (BD) (infusão de batata 

200 g/L, glicose 20 g/L, pH 7,0); meio Luria Bertani LB (Kasvi, Brasil) com glicose (glicose 

20 g/L, triptona 10 g/L, extrato de levedura 5 g/L, NaCl 5 g/L, pH =7,0) e meio Landy (glicose 

20 g/L, ácido L-glutâmico 5 g/L, MgSO4 0,5 g/L, KCl 0,5 g/L, KH2PO4 1,0 g/L, Fe2SO3 0,0012 

g/L, MnSO4 0,0014 g/L, CuSO4 0,0016 g/L, pH 7,6). 

Para produzir o pré-inóculo, colônias isoladas das bactérias crescidas em meio Agar 

Triptona de Soja TSA (Kasvi, Brasil) foram inoculadas em frascos Erlenmeyers contendo 10 

mL dos meios caldos triptona de soja, caldo de Batata Dextrose, LB com glicose ou meio Landy 

que foram incubados a 28°C sob agitação de 160 rpm por 24 h. Para a transferência, 500 μL do 

pré-inóculo foi adicionado em frascos Erlenmeyers contendo 50 mL de cada meio de cultura 



31 

 

 

utilizado para a produção de compostos antifúngicos. Após incubação a 28°C a 160 rpm por 72 

h, o sobrenadante foi coletado por centrifugação a 12.000 g durante 10 minutos e filtrado em 

membranas de 0,22 μm.   

 

4.4.2 Teste de microdiluição do extrato bacteriano em microplaca contendo esporos de 

Fusarium verticillioides 

 

Para avaliar a presença de compostos solúveis bioativos nos extratos brutos bacterianos, 

foi utilizado o método adaptado descrito no documento M38-A, Método de referência para 

testes de diluição em caldo para a determinação da sensibilidade a terapia antifúngica dos 

fungos filamentosos (CLSI, 2002). Para a realização do teste, foi utilizada uma placa 

microdiluição de 96 poços de fundo em U (Costar). Para as microdiluiçoes foram empregadas 

concentrações que variaram de 0,3% a 100% do extrato bruto das bactérias. 

Na montagem da microplaca, os poços da primeira coluna (controle negativo) 

receberam 200 μl do mesmo meio de cultura utilizado para crescimento das bactérias 

antagonistas (TSB, BD, LG + glicose ou Landy) sem adição do inóculo fúngico. Na segunda 

coluna, foram adicionados 200 µL do filtrado bacteriano, sem diluição, contendo os esporos de 

F. verticillioides na concentração de 1 x 104 de esporos/ml. A partir da terceira coluna da 

microplaca foram adicionados em todos os poços, 100 µL do meio utilizado para o crescimento 

dos antagonistas. Na coluna três, foi adicionado 200 μl do filtrado dos isolados, de onde foi 

retirado 100 µL que foi transferido para a próxima coluna e misturado com uma pipeta com os 

100 μl do meio líquido e então, 100 μl da mistura foram transferidos para a próxima coluna, 

sendo feitas diluições em série na placa até a 11ª coluna, a fim de se obter concentrações iniciais 

de 100% no primeiro poço chegando até concentração final de 0,3% no último poço. Em 

seguida, começando pela terceira coluna, foram adicionados 100 μl de uma solução de esporos 

na concentração de 1x104 de F. verticillioides em todos os poços, mantendo todos os poços um 

volume de 200 μl no total. Na 12ª coluna foi feito o controle positivo, onde foram adicionados 

100 μl da suspensão de esporos de F. verticillioides juntamente com 100 μl do meio de cultura 

utilizado para o crescimento dos antagonistas. Cada microplaca foi considerada uma réplica, e 

o teste foi realizado em triplicata. A microplacas foram incubadas a 28 °C sem agitação, por 96 

h. Após esse prazo, foi realizada a leitura da absorbância a 490 nm utilizando um 

espectrofotômetro digital (Biospectro). Para calcular a porcentagem de inibição foram 

utilizadas as fórmulas descritas por Pérez et al. (2018): 
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% de crescimento = A - B (100) 

                                    C 

Sendo:  

A = absorbância do tratamento B = absorbância do controle negativo C = absorbância 

do controle positivo. % de inibição = 100 - % de crescimento 

 

4.5 Identificação dos metabólitos secundários produzidos pelas bactérias   

 

4.5.1 Extração dos metabólitos secundários 

  

Para a obtenção dos metabólitos, as bactérias isoladas foram crescidas no meio de 

cultura onde ocorreu a maior produção de compostos antifúngicos por cada isolado, 

determinado no teste de microdiluição em caldo.  

Para produzir o pré-inóculo, colônias isoladas das bactérias crescidas em meio sólido 

TSA (Kasvi, Brasil) foram inoculadas em Erlenmeyers contendo 10 mL dos meios TSB, BD, 

LB +glicose ou meio Landy de acordo com o meio ideal para cada isolado. A incubação foi 

realizada a 28 °C sob agitação a 160 rpm por 24 h. Posteriormente 10 mL do pré-inóculo foi 

adicionado, em triplicata, em frascos Erlenmeyers contendo 1000 mL de cada respectivo meio 

de cultura. Após incubação a 28 °C e agitação a 160 rpm por 72 horas, o sobrenadante contendo 

os compostos liberados foi coletado por centrifugação (2671g por 15 min). A extração dos 

compostos foi realizada por precipitação ácida adicionando-se HCl 6 M até a redução do pH 

para 2,0. Em seguida, os sobrenadantes ácidos foram armazenados na geladeira por 24 h. Após 

esse tempo, a suspensão foi centrifugada (3488g por 30 min) e os pellets contendo os compostos 

foram liofilizados. As amostras foram preparadas na concentração de 100 mg L−1 em metanol 

e filtradas através de membranas de PTFE de 0,22 μm. 

 

4.5.2 Análise cromatográfica por UPLC-MS 

 

A análise foi realizada em um sistema de Cromatógrafo Líquido de Ultra Eficiência 

UHPLC acoplado a um sistema de Quadrupolo/Tempo de Voo (UPLC-QTOF-MSE) Xevo 

System (Waters Corp, Milford, MA, USA) pertencente a Empresa Brasileira de Pesquisa 

Agropecuária - Embrapa. As corridas cromatográficas foram realizadas em uma coluna Waters 

Acquity UPLC BEH (150 x 2,1 milímetros, 1,7 um), temperatura fixa de 40 °C, fases móveis 

água com 0,1% de ácido formico (A) e acetonitrila com 0,1% de ácido formico (B), gradiente 

variando de 2% a 95% B (15 min), fluxo de 0,4 mL/min. 



33 

 

 

O volume de injeção foi de 5 μl. O espectrômetro de massa foi operado no modo 

centroide MSE. O espectro de massa foi registrado no modo ESI+ em uma faixa de massa de de 

110-1180 Da, temperatura da fonte fixa de 120 °C, temperatura de dessolvatação 350 °C, fluxo 

do gás dessolvatação de 500 L/h, cone de extração de 0,5 V, e voltagem do capilar de 3,2 kV. 

Leucina encefalina foi utilizada como lock mass. O instrumento foi controlado pelo software 

Masslynx 4.1 (Waters Corporation). 

 

4.5.3 Análise quimiométrica dos metabólitos secundários bacterianos   

 

Inicialmente, os dados adquiridos pelo UPLC-QTOF-MSE (formato.raw) foram 

convertidos para o formato Analysis Base File (.abf) usando o software Abf Converter 

(http://www.reifycs.com/AbfConverter) e, posteriormente, foram processados usando o fluxo 

de trabalho metabolômico do software MS-DIAL v. 4.70 (Tsugawa et al., 2015). Os parâmetros 

de processamento utilizados foram: faixa de massa m/z 50-1180; tolerância MS1 de 0,01 e 

tolerância MS2 0,05; altura mínima do pico de 50; mass slice width de 0,1 Da; média móvel 

linear-ponderada como método de suavização, usando nível 3 e largura mínima de pico de 5; 

sigma window value de 0,5 para deconvolução, e para alinhamento de pico, tolerância de 0,05 

min e MS1 de 0,01 Da.  

A matriz de dados alinhada para os compostos caracterizados nas amostras dos 

metabólitos bacterianos foi exportada do MS-DIAL como arquivo .txt, e carregada na 

plataforma Metaboanalyst 5.0, seguindo protocolo padrão descrito por Chong et al. (2018). 

Inicialmente, aplicou-se a análise de variância unidirecional (ANOVA) para identificar 

compostos que diferiram de forma significativa entre as cinco amostras, ajustando o p-valor de 

acordo com FDR (False Discovery Rate) < 0,05 e teste post-hoc de Fisher’s LSD (Least 

Significant Difference). Adicionalmente, análises quimiométricas não-supervisionadas de PCA 

(Análise de Componentes Principais) e HCA-Heat map (Análise Hierárquica de Agrupamentos 

com mapa de calor gerado por ferramentas automáticas que utiliza as cores como referência 

para facilitar o entendimento das informações) foram realizadas para detectar tendências de 

separação entre as amostras, baseadas na intensidade relativa dos compostos, separadas por 

coordenadas mais explicativas da distribuição dos dados (PCA) ou pelo mapa de calor gerado 

pela intensidade das concentração das substâncias em cores (Heat map). Para construção do 

modelo de HCA-Heat map foram utilizados medida de Pearson e o algoritmo de agrupamento 

Ward. Enquanto a análise supervisionada de PLS-DA (Análise Discriminante por Mínimos 

Quadrados Parciais) foi realizada para obter a máxima separação entre os grupos e prever quais 

http://www.reifycs.com/AbfConverter
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variáveis foram discriminantes para a atividade antifúngica, por meio da análise da Variável de 

Importância na Projeção (VIP) > 1,0 (Selegado et al., 2022).      

 

4.6 Sequenciamento e análise do genoma completo das bactérias antagonistas  

 

Para a extração de DNA, as bactérias foram inoculadas em meio Caldo Triptona Soja 

TSB (Kasvi, Brasil) e incubadas a 28 °C por 24 h. Após centrifugação a 12.000 g por 10 min, 

o precipitado obtido foi usado na extração de DNA genômico utilizando o Kit Wizard Genomic 

DNA Purification (Promega, EUA) de acordo com as recomendações do fabricante e 

quantificado no Qubit ® 2.0 fluorometer (Life Tecnologies). Os genomas dos isolados do 

gênero Bacillus IM14, CT02 e LIS05, Paenibacillus sp. LIS04 e P. aeruginosa IPR45 foram 

sequenciados na plataforma Illumina HiSeq 4000 (Illumina, San Diego, CA, EUA) no Beijing 

Genomics Institute – BGI (Shenzhen, China), usando a estratégia 150-paired end.  

As reads sequenciadas foram preparadas para montagem utilizando o programa 

Trimmomatic para dados Illumina NGS (Galaxy Version 0.38.0). Após a trimagem, a qualidade 

das reads foi verificada utilizando o software FastQC (Galaxy Version 0.73+galaxy0), 

eliminando reads com qualidade inferior a 20 no índice de qualidade Phred. As reads foram 

montadas usando o software SPAdes e as análises de qualidade de montagem e completude 

gênica do genoma foram realizadas utilizando os programas QUAST 

(https://quast.sourceforge.net/quast) e BUSCO (Benchmarking Universal Single Copy 

Orthologs - https://gitlab.com/ezlab/busco), respectivamente (Noori et al. 2021).  

As sequências genômicas pré-montadas foram anotadas usando os softwares PROKKA 

versão 1.8 (Seemann, 2014) e RAST versão 2.0 (Rapid Annotation using Subsystem 

Technology) (Aziz et al., 2008).  

 

4.6.1 Análise filogenética das estirpes bacterianas 

 

A análise filogenética foi realizada com base no genoma completo, utilizando o software 

Type (Strain) - Genome Server TYGS (Meier-Kolthoff & Göker, 2019). Os contigs do genoma 

foram reordenados de acordo com genomas de referência (Tabela 4), extraído do banco de 

dados do NCBI, utilizando o programa MAUVE versão 2.4.0 (Darling et al., 2004). 
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Tabela 4 - Cepas bacterianas utilizadas para a análise filogenética 

Espécie Cepa Genoma referência Acesso Genbank 

Bacillus velezensis CT02 B. velezensis JS25R RefSeq GCF_000769555.1 

Paenibacillus ottowii LIS04 P. ottowii MS2379 RefSeq GCF_006874425.1 

Bacillus velezensis IM14 B.velezensis JS25R RefSeq GCF_000769555.1 

Bacillus velezensis LIS05 B.velezensis JS25R RefSeq GCF_000769555.1 

Pseudomonas aeruginosa IPR45 P. aeruginosa PAO1 RefSeq GCF_000006765.1 

 

4.7 Utilização de bactérias antagonistas em mistura e combinadas com fungicida químico 

para suprimir Fusarium verticillioides in vivo 

 

4.7.1 Testes de compatibilidade  

 

Os isolados de Bacillus (IM14, CT02 e LIS05), de Paenibacillus sp. LIS04 e P. 

aeruginosa IPR45 foram submetidos ao teste de compatibilidade entre eles e compatibilidade 

com o fungicida químico Fludioxonil + Metalaxyl-M com objetivo de selecionar 

microrganismos que pudessem ser utilizados em combinação no tratamento de sementes de 

milho em casa de vegetação e campo. 

 

4.7.1.1 Testes de compatibilidade entre as bactérias antagonistas 

 

Para avaliação da compatibilidade entre as bactérias, elas foram crescidas em Caldo 

Triptona Soja TSB (Kasvi, Brasil), sob agitação por 24 h a 28 ºC. Após esse tempo, as 

suspensões bacterianas foram inoculadas em pares em placas de Petri contendo meio Agar 

Triptona de Soja TSA (Kasvi, Brasil). Todos as combinações foram testadas, de modo que cada 

isolado foi emparelhado com todos os outros. Foram avaliadasduas formas de inoculação para 

cada isolado, a suspensão bacteriana aplicada em forma de gota de 20 µl na superfície do meio 

ou espalhada na superfície com auxílio de alça de Drigalski. Após incubação a 28 °C por cinco 

dias, as placas foram inspecionadas quanto a presença de halo de inibição de crescimento em 

torno dos pontos de cruzamento (spots) indicativo de incompatibilidade entre o par em análise. 

 

4.7.1.2 Testes de compatibilidade das bactérias antagonistas com fungicida químico  

 

Na avaliação da compatibilidade entre os isolados bacterianos com o fungicida 

Fludioxonil + Metalaxyl-M foram utilizados o método espectrofotométrico in vitro 
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(Chennakesavulu et al., 2013) e o método de disco de papel, também denominado de "técnica 

de zona de inibição” (Mohidin et al., 2013).  

As bactérias foram crescidas em Caldo Triptona Soja TSB (Kasvi, Brasil), sob agitação 

de 180 rpm por 24 h a 28 ºC. Após esse tempo, suspensões bacterianas foram ajustadas para 

uma densidade ótica a 540 nm de 0,1, de forma a obter uma concentração celular de 108 

UFC/mL. 

Para testar a compatibilidade com fungicida utilizando o método espectrofotométrico, 

suspensões bacterianas ajustadas foram dispensadas em 50 mL de meio TSB contendo 

diferentes concentrações de fungicidas (50 ppm, 100 ppm, 1000 ppm). Os frascos inoculados 

foram incubados a 28 ºC e a 180 rpm em agitador orbital por 24 h, quando procedeu-se a leitura 

da absorbância a 540 nm em espectrofotômetro. Cada tratamento foi replicado três vezes. 

No teste de disco de papel, foram usadas as mesmas doses do fungicida Fludioxonil + 

Metalaxyl-M, 50 ppm, 100ppm e 1000 ppm. Placas contendo meio Agar Triptona de Soja 

TSA (Kasvi, Brasil) foram preparadas e suspensões bacterianas (108 UFC/mL) foram 

espalhadas na superfície do meio utilizando uma alça de Drigalsky. Discos de 5 mm de papel 

mergulhados nas soluções com diferentes concentrações do fungicida foram colocados em 

quatro pontos equidistantes da placa; o controle negativo foi feito por disco de papel 

mergulhado em água destilada. As placas foram incubadas a 28 °C e avaliadas a partir de 96 h 

quanto a presença de zonas de inibição de crescimento no entorno dos discos. O experimento 

foi replicado três vezes. 

 

 4.7.2 Preparo das suspensões bacterianas e de esporos de Fusarium verticillioides para os 

testes in vivo  

 

Para a preparação da suspensão bacteriana, um pré inoculo foi produzido adicionando 

uma colônia isolada de cada bactéria crescida em meio Agar Triptona de Soja TSA (Kasvi, 

Brasil)  em 50 mL de meio Luria Bertani LB (Kasvi, Brasil) contendo por litro: 10 g de peptona, 

5 g de extrato de levedura, 5 g de cloreto de sódio, pH 7,4 a 25°C + sais (composição por litro: 

0,02 g de sulfato ferroso heptahidratado FeSO4.7H2O, 0,3 g de sulfato de magnésio 

heptahidratado MgSO4.7H2O, 0,02 g de sulfato de manganês monohidratado MnSO4.H2O, 0,02 

g de sulfato de zinco heptahidratado ZnSO4.7H2O), a incubação foi feita a 28 ºC por 72 h, sob 

agitação a 180 rpm. Após esse tempo, o pré inoculo foi transferido para 500 mL do mesmo 

meio e incubado sob as mesmas condições. Por fim, a cultura foi centrifugada a 12.000 g por 

10 minutos. O sobrenadante foi descartado e a massa celular bacteriana foi ressuspendida em 

https://www.cabdirect.org/cabdirect/search/?q=au%3a%22Chennakesavulu%2c+M.%22
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solução 0,8% NaCl (w/v) e ajustada em espectrofotômetro para obter 108 UFC. mL-1.  Para a 

produção do filtrado de P. aeruginosa (FPA), foram utilizadas as mesmas condições descritas 

anteriormente, porém o sobrenadante obtido após o crescimento do isolado foi coletado e 

filtrado em membrana de 0,22 µm de poro. Após a filtragem, o sobrenadante obtido foi 

plaqueado em meio Agar Triptona de Soja TSA (Kasvi, Brasil) para a confirmação que estava 

isento de células de P. aeruginosa. 

Para o preparo da suspensão de esporos de F. verticillioides, frascos Erlenmeyers (500 

mL) contendo 100 mL de meio caldo de Batata Dextrose (BD) foram inoculados com discos de 

6 mm do micélio do fitopatógeno obtidos de culturas monospóricas cultivadas em Agar Batata 

Dextrose (BDA) por 5 dias. O meio caldo de batata foi incubado a 28 ºC por 72 h em um 

agitador orbital a 180 rpm. Após isso, as suspensões foram filtradas em gaze para remover os 

micélios e a concentração de esporos foi determinada usando uma câmara de Neubauer. 

Suspensões foram diluídas em 0,8% NaCl (w/v) para se obter 106 esporos/mL. 

 

4.7.3 Testes de inibição de Fusarium verticillioides em casa de vegetação 

 

4.7.3.1 Inoculação dos isolados bacterianos e Fusarium verticillioides nas sementes 

 

Para os experimentos em casa de vegetação foram utilizados os isolados do gênero 

Bacillus (IM14, CT02 e LIS05), Paenibacillus sp. LIS04, P. aeruginosa IPR45 e seu filtrado 

(FPA).  

Sementes de milho BRS Caimbé reconhecidamente suscetível a F. verticillioides foram 

desinfestadas na superfície submergindo-as em hipoclorito de sódio a 3% por 3 minutos e em 

seguida em etanol a 70% durante 2 minutos. As sementes foram lavadas em água estéril três 

vezes e colocadas em papéis de filtro estéreis para secar por 30 minutos antes das inoculações 

com o fitopatógeno e/ou com o agente de controle biológico. 

O tratamento biológico das sementes foi realizado de acordo com Cavaglieri et al. 

(2005) com modificações. As sementes de milho foram colocadas por 2 horas nas misturas das 

suspensões dos antagonistas e do fitopatógeno em proporções iguais, preparadas conforme 

descrito anteriormente, sob agitação lenta (80 rpm). Em seguida, o excesso de inóculo foi 

descartado, as sementes foram misturadas com adesivo para inoculantes Biomafix e secas em 

câmara de fluxo laminar. 

Os controles consistiram nas sementes colocadas em suspensões contendo apenas 

conídios de F. verticillioides (1 x 106 conídios por mL) ou em solução salina 0,8% NaCl (w/w). 
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Para o tratamento químico das sementes, o fungicida Fludioxonil + Metalaxyl-M foi adicionado 

nas sementes na concentração de 1000 ppm de acordo com as recomendações do fabricante. 

 

4.7.3.2 Delineamento experimental 

 

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetação da Embrapa Milho e Sorgo, 

em Sete Lagoas, MG. Foram utilizados vasos de 20 kg de capacidade, preenchidos com solo do 

tipo Latossolo Vermelho distrófico típico.  

No teste de combinação entre bactérias, os tratamentos consistiram na inoculação das 

sementes com os isolados bacterianos de forma individual e combinações de todas as bactérias 

compatíveis mais inóculo de F. verticillioides. Como controle foi utilizado solução salina 0,8% 

NaCl (w/w) com adição (CFv) e sem adição de inóculo de F. verticillioides (C). Além de um 

controle adicional contendo o fungicida Fludioxonil + Metalaxyl-M mais inóculo de F. 

verticillioides (MFv). Para esse experimento foi utilizado o delineamento experimental 

inteiramente casualizado com treze tratamentos e três repetições. 

Para o teste de combinação das bactérias com o fungicida químico, os tratamentos 

consistiram na inoculação das sementes com os isolados bacterianos mais F. verticillioides sem 

o fungicida Fludioxonil + Metalaxyl-M (SFM) ou combinadas com fungicida Fludioxonil + 

Metalaxyl-M (CFM). Como controle foi utilizado solução salina 0,8% NaCl (w/w) com 

inoculação de F. verticillioides (Fv) ou sem adição do fitopatógeno (Controle) em combinação 

com o fungicida Fludioxonil + Metalaxyl-M (CFM) ou sem a presença do fungicida (SFM). 

Para esse experimento foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado 

disposto em um arranjo fatorial 7 x 2 (tratamentos x presença ou ausência de fungicida) com 3 

repetições. 

 

4.7.3.3 Avaliação da doença 

 

A capacidade dos isolados de prevenir a podridão de sementes e mortalidade de 

plântulas jovens foi avaliada 20 dias após o plantio. De acordo com a fórmula: TG (%): (NGG 

/ NGP) × 100%, sendo NGG: o número de grãos germinados e NGP: o número total de grãos 

plantados por vaso. Após 30 dias foram avaliados os seguintes parâmetros: altura de planta 

(medida do solo à ponta da última folha totalmente aberta); diâmetro do colmo; massa seca da 

parte aérea (MSPA), que corresponde a parte aérea das plantas acondicionadas em sacos de 

papel e colocadas em estufa a 60 oC até peso constante) e massa seca do sistema radicular 
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(MSR), que corresponde as raízes acondicionadas em sacos de papel e colocadas em estufa a 

60 oC até peso constante. 

 

4.7.4 Testes de inibição de Fusarium verticillioides em campo 

 

Os experimentos em campo foram conduzidos na Embrapa Milho e Sorgo, em Sete 

Lagoas, MG na safra 2021/2022 em um Solo do tipo Latossolo Vermelho distrófico típico. Para 

o plantio foram utilizadas sementes de milho BRS Caimbé. 

Foram realizadas adubações de plantio utilizando 400 kg/ha da formulação 8-28-16 (N-

P-K) e adubações de cobertura utilizando 200 kg/ha de uréia aos 23 e 34 dias após o plantio. O 

delineamento experimental foi o de blocos casualizados com quatro repetições. As parcelas 

foram compostas por 4 linhas de 5 metros espaçadas em 0,7 metros entre si. Como testemunhas 

foram mantidas parcelas não inoculadas. 

Para avaliar a capacidade dos isolados de controlar F. verticillioides em campo foram 

testadas duas formas de inoculação do fitopatógeno e dos antagonistas na planta, aplicação nas 

sementes e injeção no colmo.  

 

4.7.4.1 Inoculação dos antagonistas e de Fusarium verticillioides nas sementes 

  

A inoculação dos antagonistas bacterianos e de F. verticillioides nas sementes foi feita 

conforme descrito no teste em casa de vegetação. Como tratamentos foram utilizados os 

isolados bacterianos ou o filtrado de P. aeruginosa (FPA) de forma individual, além das 

melhores combinações obtidas em casa de vegetação entre bactérias e combinações de bactérias 

com fungicida Fludioxonil + Metalaxyl-M. Como controles foi utilizada solução salina 0,8% 

NaCl (w/w) com adição e sem adição de inóculo de F. verticillioides, além de um controle 

adicional contendo o fungicida Fludioxonil + Metalaxyl-M para tratamento das sementes. Ao 

final do ciclo, cerca de 180 dias após o plantio, foi realizada a colheita dos grãos de toda área 

útil das parcelas e avaliado o peso de grãos e umidade para o cálculo da produtividade.  

  

4.7.4.2 Inoculação dos antagonistas e de Fusarium verticillioides no colmo do milho 

 

Aos 60 dias após a semeadura foi realizada a inoculação do fitopatógeno F. 

verticillioides e dos agentes antagonistas no colmo das plantas. Suspensões bacterianas e 

suspenções do fitopatógeno foram preparadas conforme descrito anteriormente (item 2.2) e 
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misturadas em proporções iguais. Para a inoculação, palitos de dente estéreis foram colocados 

nas misturas antagonista-patógeno, e em seguida, foram introduzidos no colmo das plantas.  

Para esse experimento foram utilizados os isolados bacterianos ou o filtrado de P. 

aeruginosa (FPA) de forma individual e as melhores combinações entre bactérias obtidas na 

casa de vegetação. Os controles consistiram em injeção no colmo de solução salina 0,8% NaCl 

(w/w) ou somente de suspensão de esporos de F. verticillioides, além de um controle adicional 

contendo o fungicida Fludioxonil + Metalaxyl-M utilizado para o tratamento de sementes. Após 

30 dias da inoculação, a severidade da podridão do colmo foi avaliada segundo escala de notas 

descrita por Nicoli et al. (2015).   

 

4.8 Testes de promoção de crescimento vegetal pelas bactérias antagonistas 

 

4.8.1 Caracterização dos isolados quanto a produção de fatores de promoção de 

crescimento vegetal in vitro   

 

4.8.1.1 Produção de hormônio ácido indolacético (AIA) 

 

Para a avaliação da produção de AIA pelos isolados foi utilizado a metodologia descrita 

por Sarwar e Kremer (1995) com algumas modificações. Em microplaca Deep Well estéril 

foram adicionados 5μL dos inóculos padronizados (108 UFC/mL) em 1 mL de meio Caldo 

Triptona Soja TSB (Kasvi, Brasil) suplementado com DL-triptofano na concentração de 1,0 mg 

mL-1. A inoculação foi feita em triplicata para cada isolado e mais três poços contendo somente 

o meio de cultura Caldo Triptona Soja TSB (Kasvi, Brasil) com DL- triptofano foram incluídos 

no teste como um controle negativo. As amostras foram incubadas no escuro a 30 °C sob 

agitação por 5 dias. Após o período de incubação, as placas foram centrifugadas a 12.000g por 

15 minutos. Com o auxílio de micropipeta, 100 μL do sobrenadante foram transferidos para 

microplaca de 96 poços e, em seguida, foram adicionados 100 μL do reagente Salkowski (49 

mL de ácido perclórico a 35% (v/v) e 1 mL de FeCl3 0,5 M), conforme protocolo descrito por 

Gordon e Weber (1951). As amostras foram incubadas em temperatura ambiente, no escuro por 

20 minutos e o resultado positivo foi evidenciado pela formação da coloração rósea. A 

concentração de AIA foi estimada por meio da leitura da OD a 530 nm em espectrofotômetro 

UV/VIS (FLUOstar Omega, BMG LABTECH, Alemanha). Uma curva padrão foi feita a partir 

de AIA comercial nas concentrações 0; 10; 20; 40; 80 e 100 µg mL-1 para se determinar por 

comparação a concentração de AIA obtida no meio de cultura. Segundo Kavamura et al. (2013), 
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a produção de AIA pode ser classificada de acordo com a concentração detectada, sendo: baixa 

(<1 μg.mL−1), média (1 a 10 μg.mL−1), alta (11-50 μg.mL−1), elevada (> 51 μg.mL−1). 

 

4.8.1.2 Fixação de Nitrogênio 

 

Os isolados foram avaliados quanto à capacidade de fixação de nitrogênio pelo 

crescimento e formação de película em meio semi-sólido NFb livre de nitrogênio (Kim et al., 

2012). O meio é composto por: 5,0 g de ácido málico, 0,6 g de K2HPO4, 0,4 g de KH2PO4, 0,01 

g de MnSO4, 0,05 g de MgSO4, 0,02 g de NaCl, 0,002 g de Na2MoO4, 2 ml de azul de 

bromotimol (0,5% em álcool) como indicador, 1,75 g de ágar e pH ajustado para 6,6 - 7,0.  Uma 

alçada contendo culturas bacterianas dos isolados foram inoculadas em triplicada no meio livre 

de N e dois controles positivos de Azospirillum (CP23 e CP34) foram incluídos.  Frascos 

contendo meio estéril e sem inoculação foram usadoss como controle negativo. Os tubos foram 

incubados a 28 °C por 7 dias. Mudança de cor no ágar de verde para verde azul ou azulado e 

formação de película foi registrado como positivo para a atividade de fixação de nitrogênio. 

 

4.8.1.3 Solubilização e mineralização de fosfatos 

 

Alíquotas de 100 μL da cultura dos isolados padronizadas a 108 UFC/mL foram 

inoculadas em triplicata nos meios de cultura sólido NIBRIP [10 g de glicose, 5 g de Ca3(PO4)2, 

5 g de MgCl2.6H2O, 0,25 g de MgSO4.7H2O, 0,2 g de KCl e 0,1 g de (NH4)2SO4] (Nautiyal, 

1999) e no meio Fitato (Richardson et al., 2001), contendo fonte de P na forma de fosfato 

tricálcico e fitato de sódio, respectivamente. Os meios inoculados foram incubados a 28 °C 

durante 10 dias para visualização do halo transparente em torno das colônias, indicativo de 

solubilização/mineralização de P. Os experimentos foram realizados em triplicata e o controle 

negativo constituiu-se do meio de cultivo sem inóculo. 

O diâmetro do halo de solubilização, percebido como uma área translúcida em torno da 

colônia, foi medido utilizando-se um paquímetro digital. O resultado obtido foi expresso pelo 

Índice de Solubilização por meio da fórmula: IS = ϕ Halo (mm)/ϕ Colônia (mm). Os isolados 

foram classificados como estirpes de baixa solubilização IS < 2, média 2 ≤ IS ≤ 4 e alta 

solubilização IS > 4 (Berraquero et al., 1976).  

 

4.8.1.4 Produção de amônia  
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Todos os isolados bacterianos foram testados quanto à produção de amônia em caldo 

peptona, conforme descrito por Cappuccino e Sherman (1992). Os isolados bacterianos recém 

crescidos e padronizados a 108 UFC/mL foram inoculados em 10 mL de água peptonada e 

incubados por 48 h a 28 °C. Após a incubação, 0,5 mL do reagente de Nessler (solução alcalina 

de tetraiodomercurato (II) de potássio) foi adicionado em cada tubo. A produção foi detectada 

qualitativamente pela mudança da cor amarelo claro para marrom escuro. A cor amarela fraca 

indica uma pequena quantidade de amônia produzida e a cor amarela escura a marrom indica 

máxima produção de amônia (Dey et al., 2004). 

 

4.8.1.5 Formação de biofilme  

 

A capacidade de formação de biofilme foi avaliada pelo método de Stepanović et al. 

(2007) com modificações. Alíquotas de 2 µL da cultura dos isolados padronizadas a 108 UFC/ 

mL foram inoculadas em 200 µL de Caldo Triptona Soja TSB (Kasvi, Brasil), preparado com 

1% de glicose em uma microplaca de poliestireno em triplicata, com um controle contendo 

apenas o meio de cultura TSB. A placa foi incubada a 30 ºC por 48 h. Após esse tempo, o 

líquido foi removido por meio de inversão, os poços foram lavados três vezes com água 

destilada e a placa foi colocada invertida sobre papel toalha para a drenagem completa. 

Posteriormente, foi adicionado em cada poço 200 µL de metanol para fixar o biofilme 

eventualmente presente. Após 20 minutos, o metanol foi removido e a placa deixada em 

temperatura ambiente para secagem. Em seguida, foram adicionados 200 µL de uma Solução 

Cristal Violeta 0,5% em cada poço. Após 15 minutos de contato, o corante foi removido por 

meio de inversão, os poços foram lavados com água destilada e a placa deixada em temperatura 

ambiente para a secagem. Por fim, foram adicionados 200 µL de etanol absoluto e aguardado o 

tempo de 30 minutos em seguida, foi feita a leitura das placas em um espectrofotômetro 

UV/VIS (FLUOstar Omega, BMG LABTECH, Alemanha) a 570 nm.  

Foram considerados produtores de biofilme os microrganismos capazes de reter a 

coloração violeta e a classificação foi feita com base nos valores de densidade óptica obtidos. 

Sendo classificados como: não formadores (Doa ≤ Docn); fracamente formadores (Docn ≤ Doa 

≤ 2x Docn); moderadamente formadores (2x Docn ˂  Doa ≤ 4x Docn) ou fortemente formadores 

(4x Docn ˂ Doa). Sendo: Doa = Densidade óptica da absorbância e Docn = Densidade óptica 

do controle negativo. 

 

4.8.1.6 Produção de exopolissacarídeos (EPS) 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501312001413#bib0085
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A avaliação da capacidade de produção de EPS pelos isolados foi realizada de acordo 

com a metodologia de Paulo et al. (2012) utilizando o meio de cultura composto por 50 g/L de 

sacarose, 20 g/L de extrato de levedura, 20 g/L de MgSO4, 0.01 g/L de NaCl, 0.01 g/L de FeSO4, 

0.01 g/L de Mn SO4, 0.02 g/L de CaCl2 e 20 g/L de K2HPO4, pH 7,5 (Guimarães et al., 1999). 

Discos de 5 mm de diâmetro de papel filtro (Whatman 42) esterilizados foram transferidos para 

o meio de cultura e inoculados com 5 µL da cultura bacteriana padronizada a 108 UFC mL-1 

crescida em meio Caldo Triptona Soja TSB (Kasvi, Brasil). As placas foram incubadas a 30 °C 

por 24 h e a produção de EPS foi avaliada pela ausência ou presença de colônia mucosa ao 

redor dos discos.  

A presença de um material translúcido ou cremoso envolvendo a colônia é um indicativo 

do potencial de produção de EPS. A confirmação da produção de EPS é realizada por meio da 

mistura de uma alça de platina impregnada com a colônia em 2 mL de etanol absoluto, sendo 

considerada a formação de precipitado como resultado positivo e a presença de turbidez como 

resultado negativo. 

 

4.8.2 Testes de promoção de crescimento de milho em casa de vegetação pelas bactérias 

antagonistas  

 

Os isolados de Bacillus IM14, CT02 e LIS05, Paenibacillus sp. LIS04, P. aeruginosa 

IPR45 e seu filtrado (FPA) foram testados quanto seu potencial em promover o crescimento de 

plantas de milho em casa de vegetação da Embrapa Milho e Sorgo, em Sete Lagoas, MG.  

Sementes de milho BRS Caimbé desinfestadas foram colocadas por 2 horas nas 

suspensões bacterianas preparadas conforme descrito no ítem 4.7.2, sob agitação lenta (80 rpm). 

Em seguida, o excesso de inóculo foi descartado, as sementes foram misturadas com adesivo 

para inoculantes Biomafix e secas em fluxo laminar. Em seguida, foram plantadas em vasos de 

20 kg de capacidade, preenchidos com solo do tipo Latossolo Vermelho distrófico típico.  

Os tratamentos consistiram na inoculação das sementes com os isolados bacterianos 

individualmente e com as combinações de todos as bactérias que apresentaram compatibilidade 

em teste realizado anteriormente. Como controle (C) foi utilizado solução salina 0,8% NaCl 

(w/w). Para esse experimento foi utilizado o delineamento experimental inteiramente 

casualizado com treze tratamentos e três repetições. 

Após 30 dias foram avaliados os seguintes parâmetros: altura de planta (medida do solo 

à ponta da última folha totalmente aberta); diâmetro do colmo; massa seca da parte aérea 

(MSPA), que corresponde a parte aérea das plantas acondicionadas em sacos de papel e 
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colocadas em estuda a 60 oC, até peso constante), massa seca do sistema radicular (MSR), que 

corresponde as raízes acondicionadas em sacos de papel e colocadas em estuda a 60 oC, até 

peso constante e massa seca total, que corresponde a soma da MSPA e MSR.  

 

4.9 Análises estatísticas 

 

Os resultados obtidos em todos os testes foram submetidos à análise de variância 

(ANOVA) pelo programa computacional SISVAR versão 5.4 (Ferreira, 2011). A comparação 

das médias dos tratamentos foi realizada pelo teste de Scott Knott a 5% de significância (p 

<0,05). 

 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Identificação das bactérias isoladas de sementes de sorgo e atividade antifúngica 

contra Fusarium verticillioides  

 

Oito bactérias foram isoladas de sementes de sorgo e testadas como antagonistas de F. 

verticilioides em condições in vitro e apresentaram valores de inibição do crescimento micelial 

de F. verticillioides entre 57,5% e 67,5%. As bactérias isoladas foram identificadas por 

comparação das sequências no banco de dados do Genbank como pertencentes aos gêneros 

Paenibacillus sp. e Bacillus sp., com valores de similaridade acima de 98%.  

Diante dos inúmeros relatos sobre o potencial dessas espécies como antagonistas de 

diferentes fitopatógenos e promotores de crescimento vegetal, um isolado de Paenibacillus sp. 

LIS04 que apresentou 67,5% de inibição de F. verticillioides bem como o isolado de Bacillus 

sp. LIS05 que inibiu 57,5% foram escolhidos para serem incluídos nos testes juntamente com 

as bactérias isoladas de milho CT02, IM14 e IPR45, que foram selecionadas anteriormente pelo 

seu potencial de inibir F. verticillioides in vitro e casa de vegetação (Diniz et al., 2021). 

 

 5.2 Teste de antagonismo contra diferentes fitopatógenos do milho 

 

Os isolados antagonistas a F. verticillioides também exibiram altos percentuais de 

inibição de crescimento de cinco principais fungos fitopatógenos do milho: Bipolaris sp., C. 

graminicola, F. graminearum, M. phaseolina e Stenorcapella sp., com valores acima de 49% 

(Tabela 5). Em contraste, nenhuma zona de inibição foi vista na placa de controle, onde micélios 
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fúngicos cobriram toda a superfície da placa. Em geral, o isolado de Bacillus LIS05 apresentou 

estatisticamente as maiores porcentagens de inibição dos fitopatógenos (média geral de 76,4% 

de inibição), exceto para Stenocarpella, tendo o isolado IM14, inibido em maior proporção este 

fitopatógeno (Tabela 5). A maior porcentagem de inibição também ocorreu com o isolado 

(LIS05) contra o fungo C. graminicola, causador da antracnose do milho (86,1%). 

 A maioria dos estudos envolvendo controle biológico começam avaliando a eficácia de 

um único agente de biocontrole contra um único fitopatógeno (Li et al. 2011; Köberl et al. 

2013). Porém, sabe-se que em condições naturais, várias doenças diferentes ocorrem 

frequentemente na mesma cultura durante seu ciclo. Portanto, a avaliação dos isolados 

selecionados neste trabalho quanto ao potencial de inibir F. verticillioides e outros patógenos 

do milho, pode contribuir para a seleção de agentes com eficiência multissítio, sendo eficazes 

contra diferentes patógenos causadores de doenças de plantas. Em etapas visando avaliar a 

eficiência em campo, esses isolados, especialmente Bacillus sp., LIS05 e IM14, devem ser 

testados em plantas infectadas com estes patógenos. 

 

Tabela 5 - Zona de inibição (ZI%) do crescimento in vitro de cinco fipatógenos pelas bactérias 

antagonistas em comparação ao crescimento na placa controle (placas contendo somente o 

fitopatógeno). 

 *Zona de inibição calculada pela fórmula ZI% = (N1-N2) x 100/N1, sendo: N1= raio do micélio encontrado na 

ausência do antagonista; N2= raio do micélio na presença do antagonista. Médias seguidas pela mesma letra na 

coluna ou na linha não diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade (p <0,05).  

LIS04:Paenibacillus sp.; LIS05: Bacillus sp.; IM14 e CT02: Bacillus velezensis; IPR45: Pseudomonas aeruginosa. 

 

Um efeito interessante observado foi que alguns isolados também foram ativos em inibir 

a produção de pigmentos escuros nas hifas dos patógenos M. phaseolina, Bipolaris sp. e C. 

graminicola (Figura 2). Os isolados B. velezensis IM14, Paenibacillus sp. LIS04 e B. velezensis 

CT02 apresentaram esse perfil no pareamento com Bipolaris sp., o isolado P. aeruginosa 

IPR45, no pareamento com M. phaseolina e os isolados P. aeruginosa IPR45 e B. velezensis 

IM14 no pareamento com C. graminicola. 

 

 

Isolado  Bipolaris 

sp. 

Colletotrichum 

graminicula 

Fusarium 

graminearum 

Macrophomina 

phaseolina 

Stenorcapella 

sp. 

ZI* (%) 

LIS04 62,7 cB 69,1dA 49,0 cD 54,5 dC 71,6 dA 

LIS05 75,8 aB 86,1 aA 73,9 aB 66,6 aC 78,3 bB 

CT02 68,3 bA 71,1 dA 69,6 aA 58,1 cB 66,6 eA 

IPR45 64,1 cC 74,4 cA 70,3 aB 57,5 cD 75,0 cA 

IM14 69,1 Bb 81,6 bA 63,6 bD 64,8 bC 81,3 aA 

https://apsjournals.apsnet.org/doi/10.1094/PHYTO-02-17-0051-R#b37
https://apsjournals.apsnet.org/doi/10.1094/PHYTO-02-17-0051-R#b33
https://apsjournals.apsnet.org/doi/10.1094/PHYTO-02-17-0051-R#b33
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Figura 2 - Efeito dos isolados antagonistas na produção de pigmentos escuros pelos 

fitopatógenos.  
 

 

Crescimento nas placas controle dos fitopatógenos (A) Macrophomina phaseolina, (B) Bipolaris sp. e (C) 

Colletotrichum graminicola, com a produção de pigmentos escuros. Inibição da produção dos pigmentos escuros 

de Macrophomina phaseolina por Pseudomonas aeruginosa IPR45 (D); de Bipolaris sp. por Paenibacillus sp. 

LIS04 (E) e de Colletotrichum graminicola por Bacillus velezensis IM14 (F). 

 

Sabe-se que os pigmentos, como a melanina, são relacionados à patogenicidade dos 

fungos (Butler et al., 2001), além de lhes conferir vantagens de sobrevivência e/ou adaptação 

em condições ambientais extremas (Nosanchuk & Casadevall, 2003). Fungos melanizados são 

mais resistentes à lise causada por enzimas degradantes da parede celular liberadas por outros 

microrganismos, especialmente no solo. Como foi demonstrado por Butler et al., (1989), a 

integridade celular de um fungo melanizado foi mantida na presença de altas concentrações de 

enzimas líticas durante vários dias, enquanto seus mutantes albinos (sem melanina) foram 

destruídos em questão de minutos. A melanização fúngica apresenta ainda muitas outras 

funções, incluindo fotoproteção, extinção de radicais livres, proteção contra estresse por calor 

e frio, quelação de metal e resistência à dessecação (Cordero & Casadevall, 2017). O controle 

do patógeno pela interferência no seu mecanismo de infecção no hospedeiro é uma estratégia 

mais interessante do que a intervenção em processos biológicos que são comuns a todos os 

organismos superiores, pois ocasiona menos efeitos para a planta hospedeira (Jennings et al., 

2000). Dessa forma, a inibição da síntese de melanina é um importante mecanismo de controle 

utilizado pelos isolados nesse trabalho e constitui um alvo favorável para a seleção de 

antagonistas para o desenvolvimento de novos biofungicidas com vários alvos. 

  

5.3 Atividade antifúngica dos metabólitos secundários pelo método de microdiluição 

 

A atividade antifúngica dos extratos brutos das 5 bactérias, pelo método de 

microdiluição em placa possibilitou estabelecer a menor concentração capaz de inibir o 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/melanization
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/photoprotection
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/desiccation
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crescimento de F. verticillioides em pelo menos 50% (Tabela 7). No geral, foi observada 

atividade antifúngica contra F. verticillioides dos extratos obtidos a partir do crescimento das 5 

bactérias em todos os quatro meios de cultura utilizados. No entanto, os percentuais de inibição 

nas diferentes concentrações dos extratos brutos variaram com o meio usado em sua obtenção 

(Tabela 6). 

Quando foi utilizado o meio TSB para crescimento dos isolados, o extrato bruto de B. 

velezensis CT02 apresentou a maior porcentagem de inibição (45,3%) na menor concentração 

utilizada (0,3%). Na concentração máxima do extrato (100%) do meio TSB, o isolado de P. 

aeruginosa IPR45 apresentou maior inibição entre todos os isolados, inibindo o crescimento de 

F. verticillioides em 94,1%. 

Todos os isolados produziram extratos brutos com valores de inibição menores que 14% 

na menor dose testada (0,3%), quando cultivados em meio caldo de Batata Dextrose (BD). Na 

maior dose do extrato (100%), os isolados da espécie B. velezensis IM14 e CT02 foram os que 

apresentaram os maiores valores de inibição de F. verticillioides (97,4% e 81%, 

respectivamente). 

Nos testes utilizando o extrato produzido a partir do cultivo em meio de LB+G, Bacillus 

sp. LIS05 apresentou o maior valor de inibição de F. verticillioides na menor dose testada 

(0.3%) sendo de 26,6%. Utilizando a maior dose do extrato bacteriano (100%), o isolado P. 

aeruginosa IPR45 inibiu 98,4% do crescimento de F. verticillioides. 

No meio de cultura Landy, utilizando a menor concentração (0.3%) do extrato bruto, os 

isolados de Bacillus LIS05, IM14 e CT02 inibiram o crescimento de F. verticillioides com 

valores acima de 35%. Na concentração de 50%, o extrato bruto dos isolados IM14 e LIS05 

inibiram o crescimento de F. verticillioides em 100% e 98,7%, respectivamente. Na 

concentração de 100%, os isolados CT02 e IPR45 também apresentaram altos percentuais de 

inibição, correspondentes 96,7 e 87%, respectivamente. 
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Tabela 6 - Percentual de inibição de Fusarium verticillioides por diferentes concentrações dos 

extratos brutos dos isolados bacterianos crescidos em meios TSB, BD, LB+G e Landy. 

LIS04:Paenibacillus sp.; LIS05: Bacillus sp.; IM14 e CT02: Bacillus velezensis; IPR45: Pseudomonas aeruginosa. 

TSB = Caldo Triptona Soja, BD = caldo de Batata Dextrose, LB+G = Luria Bertani com glicose 

 

Na escolha de linhagens produtoras de compostos com atividade biológica, é importante 

considerar a menor concentração dos compostos capazes de inibir o crescimento do patógeno 

em estudo, mesmo na etapa de testes usando extrato bruto. O resultado pode servir de base 

também para seleção do meio a ser usado na produção das moléculas bioativas se o objetivo é 

fazer uso de moléculas puras e não somente do microrganismo produtor na estratégia de 

controle biológico. Nesse sentido, foi feita uma comparação das menores concentrações dos 

extratos brutos necessárias para reduzir pelo menos 50% do crescimento de F. verticillioides 

no teste de microdiluição em placa (Tabela 7). Os valores encontrados   variaram, tanto entre 

os isolados como nos meios de cultura utilizados. Os menores valores foram observados para 

os extratos de CT02 crescido no meio TSB (0,7%) e pelos isolados IM14 (1,5%), LIS05 (3,1%) 

e IPR45 (6,2%), crescidos em meio Landy. Para o isolado LIS04, independente do meio de 

cultura utilizado, a concentração de 100% do extrato foi necessária para inibir pelo menos 50% 

do crescimento de F. verticillioides.  Em um trabalho de Zalila-Kolsi e colaboradores, (2016) 

 Concentrações do extrato bruto bacteriano  

Meio Isolado 0,3% 0,7% 1,5% 3,1% 6,2% 12,5% 25% 50% 100% 

TSB LIS04 4,1 4,1 4,3 4,3 4,3 5,1 6,4 15,0 53,9 
 LIS05 21,2 35,1 39,5 42,0 43,6 46,6 47,0 50,6 76,8 
 CT02 45,3 53,1 53,3 55,4 58,9 60,5 61,4 61,8 84,6 
 IM14 27,8 41,4 49,8 51,2 54,3 56,9 57,0 61,0 85,5 
 IPR45 10,7 12,7 19,3 21,2 31,1 46,1 74,4 94,0 94,1 
           

BD LIS04 2,3 2,6 2,6 5,0 9,2 17,6 28,7 48,9 60,0 
 LIS05 13,9 18,6 30,6 38,0 41,9 47,4 62,2 64,5 75,7 
 CT02 1,0 5,3 10,0 11,7 22,2 33,5 49,0 55,6 81,0 
 IM14 0,0 4,6 14,1 21,5 30,7 40,1 43,8 81,7 97,4 
 IPR45 3,7 8,1 12,8 19,7 22,6 25,2 31,5 43,3 51,3 
           

LB+G LIS04 6,2 6,9 8,1 9,4 9,7 11,1 11,3 26,9 62,5 
 LIS05 26,6 27,8 36,8 37,3 43,0 43,4 48,4 57,7 63,4 
 CT02 14,5 24,0 24,2 25,5 26,3 27,9 39,9 58,6 65,3 
 IM14 15,4 17,9 19,4 23,0 23,3 23,3 45,6 63,1 71,5 
 IPR45 12,3 13,0 13,7 14,2 23,4 38,7 56,5 83,9 98,4 
           

Landy  LIS04 8,4 9,8 11,2 11,6 11,6 19,9 33,6 44,9 76,1 
 LIS05 38,2 44,7 49,9 52,7 59,1 60,4 66,4 98,7 100,0 
 CT02 35,5 44,8 50,9 55,7 61,3 67,7 70,2 80,5 96,7 
 IM14 36,3 43,5 51,1 57,8 60,6 64,5 76,5 100,0 100,0 
 IPR45 22,4 24,0 24,4 39,0 52,9 59,2 73,8 87,0 87,0 
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foram obtidos valores inibitórios mínimos de cerca de 0,6%, 0,8% e 1,1% dos extratos de B. 

amyloliquefaciens BLB369, B. subtilis BLB277 e P. polymyxa BLB267 respectivamente,  que 

foram necessários para inibir 50% do crescimento de F. graminearum. 

 

Tabela 7 – Menores concentrações dos extratos brutos bacterianos necessárias para reduzir pelo 

menos 50% do crescimento de Fusarium verticillioides no teste de microdiluição em placa. 
 

Isolado Concentração inibitória (%) 

 TSB BD LB+G Landy 

LIS04 (Paenibacillus sp.) 100 100 100 100 

LIS05 (Bacillus sp.) 50,0 25,0 50,0 3,1 

CT02 (B. velezensis) 0,7 50,0 50,0 1,5 

IM14 (B. velezensis) 3,1 50,0 50,0 1,5 

IPR45 (P. aeruginosa) 25,0 100,0 25,0 6,2 
TSB = Caldo Triptona Soja, BD = caldo de Batata Dextrose, LB+G = Luria Bertani com glicose 

 

Essa atividade diferenciada em função do meio de cultivo usado na produção de 

metabólitos antimicrobianos já foi descrita (Slininger e Shea-Wilbur, 1995; Slininger et al., 

1996; Siddiqui e Shaukat, 2004). Os meios podem conter nutrientes capazes de aumentar ou 

suprimir a produção dos compostos bioativos. Isso sugere que os meios podem ter resultado na 

produção de moléculas bioativas distintas ou de mesmas moléculas em concentrações diferentes 

(Borowicz e Omer, 2000; Peighami-Ashnaei et al., 2009; Khan et al., 2020). Os extratos com 

maior atividade antifúngica foram produzidos por B. velezensis CT02 e IM14 nos meios TSB e 

Landy. Efeitos semelhantes da influência do meio de cultura foram descritos por Sun e 

colaboradores (2019), que obtiveram a maior produção de dois lipopetideos com propriedades 

antifúngicas, iturina e surfactina, no cultivo nos meios Landy e caldo de Batata Dextrose (BD), 

respectivamente. Além de Sawar e colaboradores (2018), analisando extratos brutos de 

diferentes espécies de Bacillus crescidas nos meios de cultivo LB e Landy contra diferentes 

patógenos fúngicos. Diversos estudos já mostraram que o meio Landy favorece a produção de 

lipopeptideos, moléculas recorrementemente descritas entre a gama de moléculas bioativas 

produzidas pelas bactérias dos gêneros de nosso estudo (Landy et al., 1948; Sarwar et al., 2018). 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         

5.4 Identificação dos metabólitos secundários por UPLC-MS 

 

A espectrometria de massa (MS) juntamente com métodos cromatográficos é 

amplamente utilizada para caracterizar e classificar compostos produzidos por microrganismos. 

Nesse trabalho, Cromatografia Líquida acoplado à Espectrometria de Massas (UPLC-MS) foi 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/bacillus-amyloliquefaciens
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/bacillus-amyloliquefaciens
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/bacillus-subtilis
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/polymyxa
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utilizada para identificação dos metabólitos presentes nos extratos de maior atividade biológica 

obtidos de Bacillus IM14, CT02 e LIS05, Paenibacillus sp. LIS04 e P. aeruginosa IPR45.  

Nos extratos bacterianos foram identificados diferentes biossurfactantes, que são um 

grupo estruturalmente diverso de metabólitos ativos de origem microbiana, classificados em 

glicolipídeos, lipopeptídeos, lipídios neutros, biossurfactantes poliméricos, ácidos graxos e 

fosfolipídios (Amaral et al., 2010; Cameotra et al., 2010; Pacwa-Płociniczak et al., 2011). Nos 

extratos de Bacillus foram identificadas diferentes isoformas de lipopeptídeos cíclicos (CLPs); 

sendo iturina, fengicina e surfactina detectados nos isolados IM14 e LIS05 e fengicina e 

surfactina em CT02 (Tabelas 8, 9 e 10; Apêndices A, B e C). Os CLPs contêm peptídeos 

hidrofílicos, de 7 aminoácidos para iturina e surfactina ou de 10 aminoácidos para fengicina, 

que estão ligados a uma cadeia de ácidos graxos. O comprimento da cadeiade ácidos graxos 

pode variar de C-13 a C-16 para surfactinas, de C-14 a C-17 para iturinas, e de C-14 a C-18 

para fengicinas, dando diferentes compostos homólogos e isômeros para cada lipopeptídeo 

(Delcambe, 1965; Vanittanakom et al., 1986). 

De acordo com a revisão realizada por Raaijmakers e colaboradores (2010), a 

biossíntese de alguns lipopeptídeos, como as iturinas, parece estar limitada a algumas espécies 

de Bacillus (B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. pumilus), ao passo que a produção da 

surfactina e fengicina é mais difundida entre as várias espécies do gênero, incluindo B. 

coagulans, B. pumilus, B. licheniformis, B. cereus, B. thuringiensis, B. mojavensis, B. 

megaterium e B. polyfermenticus. Há um número limitado de relatos de espécies de Bacillus 

spp. co-produtores dos três lipopeptídeos citados (Kim et al., 2010; Plaza et al., 2015). A 

produção das três classes de LPC também já foi descrita para a espécie B. velezensis, inclundo 

as isoformas C12-C17 (Zeriouh et al., 2014; Salvatierra-Martinez et al., 2018; Stoll et al., 2021). 

As moléculas bioativas mais importantes de Bacillus sp. são os CLPs, uma classe importante 

de biossurfactantes com atividades antifúngicas. Os CLPs de Bacillus sp. São conhecidos por 

terem forte atividade antifúngica em fungos fitopatogênicos, o qual penetram nas membranas 

celulares, formam canais de poros iônicos e podem causar até mesmo a morte celular (Ongena 

e Jacques, 2008, Fira et al., 2018). Os isolados de Bacillus desse trabalho exibiram um efeito 

diretamente antagônico contra F. verticillioides e outros fitopatógenos, no qual possivelmente 

os CLPs possivelmente tiveram um papel importante. 

Por sua vez, nos extratos de Paenibacillus sp. LIS04 foram identificados diferentes 

polimixinas (Tabela 11; Apêndice D).   O efeito benéfico dessa espécie na proteção de plantas 

contra fungos patogênicos já foi descrito e atribuído a produção de polimixinas e fusaricidinas 

(Luo et al., 2018; Li & Chen, 2019). Hsu et al., (2017) relataram atividade da polimixina contra 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2016.01505/full#B7
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6 espécies de Fusarium associados a culturas como banana, tomate, melão, ervilha, trigo e 

milho, incluindo F. verticillioides. Os autores descreveram efeitos negativos da polimixina na 

germinação de conídios e alterações na integridade da membrana celular de Fusarium.  Esse 

lipopeptideo possui ainda atividade antibacteriana especialmente contra bactérias Gram-

negativas (Xu et al., 2018). 

Nos extratos de P. aeruginosa IPR45 foram identificados, através do UPLC-MS, 

diferentes quinolonas e ramnolipídeos (Tabela 12; Apêndice E), que são biossurfactantes da 

classe dos glicolipídeos (Borah et al., 2016, Chopra et al., 2020). Foram detectados, 

biossurfactantaes do tipo diramnolipídios (Rha2-C10–C8; Rha2-C10–C10; Rha2-C10–

C12). Pseudomonas aeruginosa produz até seis tipos de ramnolipídeos, que possuem estrutura 

química e atividade superficial similares, sendo produtora, principalmente, de 

monoramnolipídeos do tipo Rha-C10-C10 e diramnolipídeos do tipo Rha2-C10-C10.  Esses 

resultados estão de acordo com o estudo de Ndlovu et al., (2017), em que cromatografia líquida 

de ultra desempenho (UPLC) acoplada a espectrometria de massa com ionização por 

eletrospray (ESI–MS) forneceu uma caracterização precisa e rápida dos ramnolipídios, 

especificamente os monoraminolipídios (Rha–C 12 –C 10 /Rha–C 10 –C 12; Rha–C 10 –C 10; 

Rha–C 10 –C 8 /Rha–C 10 –C 8 ) e os diramnolipídios (Rha–Rha–C 12 –C 10 /RhaRha–C 10 –

C 12; Rha–Rha–C 10 –C 10; Rha–Rha–C 10 –C 8 /Rha–Rha–C 10 –C 8), produzidos por P. 

aeruginosa. Estes biossurfactantes apresentam crescente interesse devido a sua ampla gama de 

aplicações em biorremediação, produtos farmacêuticos, cosméticos e na agricultura devido às 

suas propriedades antibacterianas e antifúngicas (Thakur et al., 2021). Borah et al., (2016), 

avaliaram a eficácia de ramnolipídeos produzidos por P. aeruginosa SS14 como agentes 

antifúngicos contra F. verticillioides em testes in vitro e em campo. Os autores revelaram que 

a utilização de 50 mg l -1 de RL-SS14 causou a inibição completa da podridão do colmo e da 

espiga no milho em uma única aplicação, além de melhorar o tempo de frutificação e a biomassa 

das plantas. Além dos ramnolipídeos, no extrato de P. aeruginosa IPR45 foram detectadas 

diferentes alquil-4 quinolonas, metabólitos bacterianos produzidos principalmente por 

Pseudomonas sp., que possuem propriedades antibióticas e que desempenham um papel 

fundamental na comunicação bacteriana e quórum sensing em P. aeruginosa (2-heptil-3-

hidroxi-4-quinolona).  
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Tabela 8 - Identificação química dos lipopeptídeos de Bacillus velezensis IM14 em meio Landy por UPLC-qTOF-MS. Classes identificadas: 

iturinas, fengicinas e surfactinas    

 
Nº 

pico 

T 

(min) 
Compostos 

Fómula 

molecular 
íon m/z 

Erro 

(ppm) 

Fragmentos  

de íons m/z 
Referências 

1 12,44 Iturina A2 C48H74N12O14 1043,5535 0,4 299, 801, 915  YE et al., 2012 

2 13,25 Iturina A3–A5 C49H76N12O14 1057,5995 1.2 - SOUZA et al., 2018 

3 13,61 C14Fengicina A C70H107N12O20 718,3786[M+2H]+ 1,4 966, 1080 
Villegas-Escobar et al., 2018; 

SOUZA et al., 2018 

4 14,06 C15 Fengicina A C71H108N12O20 725,3978[M+2H]+ -1.1 966, 1080 
Villegas-Escobar et al., 2018; 

SOUZA et al., 2018 

5 14,33 C15fengicina A C71H108N12O20 725,3876[M+2H]+ 0,7 966, 1080 
Villegas-Escobar et al., 2018; 

SOUZA et al., 2018 

6 14,47 C15 fengicina A C71H108N12O20 725,3871[M+2H]+ 0,6 966, 1080 
Villegas-Escobar et al., 2018; 

SOUZA et al., 2018 

7 14,68 C16 Fengicina A C73H112N12O20 732,3933[M+2H]+ 0,4 966, 1080 
Villegas-Escobar et al., 2018; 

SOUZA et al., 2018 

8 14,81 C16 fengicina A C73H112N12O20 732,3951[M+2H]+ 0,9 966, 1080 
Villegas-Escobar et al., 2018; 

SOUZA et al., 2018 

9 15,04 C17 Fengicina A C72H110N12O20 739,3989[M+2H]+ 1,8 966, 1080 
Villegas-Escobar et al., 2018; 

SOUZA et al., 2018 

10 15,11 C16 Fengicina B C74H114N12O20 746,4099[M+2H]+ 0,2 994, 1108 
Villegas-Escobar et al., 2018; 

SOUZA et al., 2018 

11 15,26 C16 fengicina B C74H114N12O20 746,4023[M+2H]+ 2,0 994, 1108 
Villegas-Escobar et al., 2018; 

SOUZA et al., 2018 

12 23,57 Surfactina C51H89N7O13 1008,6647 -0,1 455, 667, 895 SOUZA et al., 2018 

13 23,77 Surfactina C52H91N7O13 1022,6728 2,1 582, 796, 909  SOUZA et al., 2018 

14 23,96 Surfactina C52H91N7O13 1022,6743 -0,8 582, 796, 909 SOUZA et al., 2018 

15 24,53 Surfactina C53H93N7O13 1036,6910 0,1 441, 685, 923  SOUZA et al., 2018 
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Tabela 9 - Identificação química dos lipopeptídeos de Bacillus sp. LIS05 em meio Landy por UPLC-qTOF-MS. Classes identificadas: iturina, 

fengicinas e surfactinas. 

 
Nº 

pico 
(min) Compostos 

Fómula 

molecular 
íon m/z 

Erro 

(ppm) 

Fragmentos  

de íons m/z 
Referências 

1 12,44 Iturina A2 C48H74N12O14 1043,5519 [M+H]+ -0,7 299, 801, 915  YE et al., 2012 

2 13,59 C14Fengicina A C70H107N12O20 718,3793 [M+2H]+ 2,4 966, 1080 
Villegas-Escobar et al., 

2018; SOUZA et al., 2018 

3 14,44 C15Fengicina A C71H108N12O20 725,3832 [M+2H]+ -0,3 966, 1080 
Villegas-Escobar et al., 

2018; SOUZA et al., 2018 

4 14,79 C16Fengicina A C73H112N12O20 732,3924 [M+2H]+ -1,1 966, 1080 
Villegas-Escobar et al., 

2018; SOUZA et al., 2018 

5 15,05 C17Fengicina A C72H110N12O20 739,4003 [M+2H]+ 1,8 966, 1080 
Villegas-Escobar et al., 

2018; SOUZA et al., 2018 

6 15,24 C16Fengicina B C74H114N12O20 746,4094 [M+2H]+ 0,7 994, 1180 
Villegas-Escobar et al., 

2018; SOUZA et al., 2018 

7 15,79 C17Fengicina B C75H116N12O20 753,4125 [M+2H]+ 1,2 994, 1180 
Villegas-Escobar et al., 

2018; SOUZA et al., 2018 

8 16,02 C16Fengicina B C74H114N12O20 746,4079[M+2H]+ -1,3 994 
Villegas-Escobar et al., 

2018; SOUZA et al., 2018 

9 21,49 C14Surfactina C45H97N7O19 1040,6824 [M+H]+ 0,6 685, 909, 1022 MA et al., 2016 

10 22,35 C12Surfactina C43H91N7O18 994,6488 [M+H]+ -1.1 685, 976  
MA et al., 2016; Tang et 

al., 2010 

11 22,61 Surfactina C56H91N7O12 1054,6807 [M+H]+ 0.3 441, 554 MA et al., 2016 

12 22,98 Surfactina C51H89N7O13 1008,6595 [M+H]+ -0,2 455, 667, 895  SOUZA et al., 2018 

13 23,23 Surfactina C51H89N7O13 1008,6614 [M+H]+ 1,7 455, 667, 895 SOUZA et al., 2018 

14 23,79 Surfactina C52H91N7O13 1022,6766 [M+H]+ 1,3 582, 796, 909  SOUZA et al., 2018 

15 23,97 Surfactina C52H91N7O13 1022,6741 [M+H]+ -1,2 582, 796, 909 SOUZA et al., 2018 

16 24,28 Surfactina C51H89N7O13 1008,6581 [M+H]+ -1,6 455, 667, 895 SOUZA et al., 2018 

17 24,51 Surfactina C53H93N7O13 1036,6913 [M+H]+ 0,3 441, 685, 923 SOUZA et al., 2018 

18 24,88 Surfactina C53H93N7O13 1036,6910 [M+H]+ 0,8 441, 685, 923 SOUZA et al., 2018 
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Tabela 10 - Identificação química dos lipopeptídeos de Bacillus velezensis CT02 em meio TSB por UPLC-qTOF-MS. Classes identificadas: fengicinas 

e surfactinas. 

 
Nº 

pico 
 (min) Compostos 

Fómula 

molecular 
íon m/z 

Erro 

(ppm) 

Fragmentos de 

íons m/z 
Referências 

1 13,57 C14 Fengicina A C70H107N12O20 718,3788 [M+2H]+ 1,7 966, 1080 
Villegas-Escobar et al., 

2018; SOUZA et al., 2018 

2 13,79 
Linear C16 

Fengicina A 
C72H114N12O20 741,3965 [M+2H]+ 3.9 966, 1080 MA et al., 2016 

3 13,94 
Linear C16 

Fengicina A 
C72H114N12O20 741,3937 [M+2H]+ 0,1 966, 1080 MA et al., 2016 

4 14,06 C15 Fengicina A C71H108N12O20 725,4003 [M+2H]+ 2.3 966, 1080 
Villegas-Escobar et al., 

2018; SOUZA et al., 2018 

5 14,47 C15 Fengicina A C71H108N12O20 725,3986 [M+2H]+ -3.7 966, 1080 
Villegas-Escobar et al., 

2018; SOUZA et al., 2018 

6 14,77 C16Fengicina A C72H110N12O20 732,3915 [M+2H]+ -2.3 966, 1080 
Villegas-Escobar et al., 

2018; SOUZA et al., 2018 

7 15,09 C17 Fengicina A C72H110N12O20 739,3990 [M+2H]+ 3.9 966, 1080 
Villegas-Escobar et al., 

2018; SOUZA et al., 2018 

8 15,22 C16 Fengicina B C74H114N12O20 746,4111 [M+2H]+ 2.9 966, 1080 
Villegas-Escobar et al., 

2018; SOUZA et al., 2018 

9 15,77 C17 Fengicina B C75H116N12O20 753,4147 [M+2H]+ 3.6 994, 1180 
Villegas-Escobar et al., 

2018; SOUZA et al., 2018 

10 15,99 C16 Fengicina B C74H114N12O20 746,4069 [M+2H]+ -2,0 994 
Villegas-Escobar et al., 

2018; SOUZA et al., 2018 

11 16,14 C17 Fengicina A C72H110N12O20 739,4049 [M+2H]+ -2.3 966, 1080 
Villegas-Escobar et al., 

2018; SOUZA et al., 2018 

12 21,30 C14 Surfactina C45H97N7O19 1040,6825 0,7 685, 909, 1022  MA et al., 2016 

13 21,46 C14 Surfactina C45H97N7O19 1040,6917 -0,1 685, 909, 1022 MA et al., 2016 

14 22,32 C12 Surfactina C43H91N7O18 994,6500 0.1 685, 873, 976  
MA et al., 2016; Tang et 

al., 2010 

15 22,96 Surfactina C51H89N7O13 1008,6611 1,4 455, 667, 895 SOUZA et al., 2018 

16 23,58 Surfactina C51H89N7O13 1008,6600 0,3 455, 667, 895 SOUZA et al., 2018 

17 23,79 Surfactina C52H91N7O13 1022,6726 -2,6 582, 796, 909 SOUZA et al., 2018 

18 23,95 Surfactina C52H91N7O13 1022,6714 -3,8 582, 796, 909 SOUZA et al., 2018 
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19 24,51 Surfactina C53H93N7O13 1036,6929 1.8 441, 685, 923  SOUZA et al., 2018 

 

 

Tabela 11 - Identificação química dos lipopeptídeos de Paenibacillus sp. LIS04 em meio TSB por UPLC-qTOF-MS. Classe identificada: 

ciclopeptídeos. 

 
Nº 

pico 
 (min) Compostos 

Fómula 

molecular 
íon m/z 

Erro 

(ppm) 

Fragmentos de íons 

m/z 
Referências 

1 10,29 Polimixina B4 C54H94N16O13 588,4128[M+2H]+ 0,3 863,4481; 662,1880 
Govaerts et al., 2002; 

Choi e al., 2009 

2 12,36 Polimixina B6 C56H98N16O14 610,4254[M+2H]+ 1,2 461,3480; 762,3284 
Govaerts et al., 2002; 

Choi e al., 2009 

3 12,95 Polimixina B2 C55H96N16O13 595,4012[M+2H]+ -0,9 863,5214; 662,2843 
Govaerts et al., 2002; 

Choi e al., 2009 

4 14,60 Polimixina B3 C55H96N16O13 595,4024[M+2H]+ -1,9 863,5263; 662,2541 
Govaerts et al., 2002; 

Choi e al., 2009 

5 17,46 
Isoleucinapolimi

xina B1 
C56H98N16O13 602,4215[M+2H]+ 2,3 562,2509; 662,3380 

Govaerts et al., 2002; 

Choi e al., 2009 

6 18,59 Polimixina B1 C56H98N16O13 602,4301[M+2H]+ 1,7 542,3284; 662,3248 
Govaerts et al., 2002; 

Choi e al., 2009 

7 19,73 Polimixina B5 C56H98N16O13 602,4286[M+2H]+ 2,9 461,3014; 562,3881 
Govaerts et al., 2002; 

Choi e al., 2009 

 

 

 

         Tabela 12 - Identificação química dos lipopeptídeos de Pseudomonas aeruginosa IPR45 em meio Landy por UPLC-qTOF-MS. Classes 

identificadas: quinolonas e ramnolipídeos. 
 

Nº 

pico 
(min) Compostos 

Fómula 

molecular 
íon m/z 

Erro 

(ppm) 

Fragmentos 

de íons m/z 
Referências 

1 12,23 Isômero 2-(E-Non-4-enil)-4-quinolona C16H19NO 242,1549 0,7 159 Saalim et al., 2020 

2 12,37 Isômero 2-(E-non-4-enil)-4-quinolona C16H19NO 242,1543 -0,8 159 
Saalim et al., 2020; 

Li et al., 2020a 
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3 12,59 2-heptil-quinolona C16H21NO 244,1539 -2,5 159, 172 Saalim et al., 2020 

4 13,08 2-heptil-3-hidroxi-4-quinolona C16H21NO2 260,1642 -3,5 159, 186 
Saalim et al., 2020; 

Li et al., 2020a 

5 13,87 2-(6-metil)-heptil-4-quinolona C17H23NO 258,1854 1,9 159, 172 
Saalim et al., 2020; 

Li et al., 2020a 

6 14,48 Derivado da quinolona C20H40N2O 325,3218 -0,3 159 Saalim et al., 2020 

7 14,80 2-((E)-Non-4’-enil)-4-quinolona C18H23NO 270,1853 -1,9 159 
Saalim et al., 2020; 

Li et al., 2020a 

8 14,99 Isômero2-((E)-Non-4’-enil)-4quinolona C18H23NO 270,1864 2,2 159, 184 
Saalim et al., 2020; 

Li et al., 2020a 

9 15,15 2-Nonil-4-quinolinol C18H25NO 272,2023 3,3 159 
Saalim et al., 2020; 

Li et al., 2020a 

10 16,18 2-undecen-18-il-4-quinolona C20H27NO 298,2165 -2,0 159, 172 

Saalim et al., 2020; 

Bultel-Ponce ́et al., 

1998 

11 17,31 Não identificado C21H29NO 312,2325 -0,7 159, 172 

Saalim et al., 2020; 

Bultel-Ponce ́et al., 

1998 

12 17,59 2-undecil-4-quinolona C20H29NO 300,2334 2,3 159 

Saalim et al., 2020; 

Bultel-Ponce ́et al., 

1998 

13 17,90 di-RamnolipídiosRha2-C10–C8 C30H54O13 623,3643 1,0 171, 313 
Christova et al., 

2011 

14 18,33 Derivado da quinolona C22H31NO 326,2474 -3.1 159, 172 - 

15 18,97 di-Ramnolipídios Rha2-C10–C10 C32H58O13 651,3958 0,3 359, 505 

Christova et al., 

2011; Ndlovu et al., 

2017 

16 20,15 
Isômero di-Ramnolipídios Rha2-C10–

C10 
C32H58O13 651,3937 -2,9 359, 505 

Christova et al., 

2011 

17 21,22 di-Ramnolipídios Rha2C10–C12 C34H62O13 679,4290 3,1 387, 533 
Christova et al., 

2011 

18 22,29 
Isômero di-Ramnolipídios Rha2C10–

C12 
C34H62O13 679,4278 1,3 387, 533 

Christova et al., 

2011 
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5.5 Análise quimiométrica dos extratos bacterianos  

 

De acordo com a análise de ANOVA unidirecional, os 46 compostos caracterizados pela 

UPLC-MS (Tabela 13) foram considerados estatisticamente significativos (p< 0,05) com base 

na intensidade que foram detectados nos diferentes extratos (Apêndice F).  

 

Tabela 13 - Tabela síntese utilizada na análise quimiométrica dos dados obtidos a partir do 

HPLC-MS dos compostos caracterizados no extrato bruto das bactérias e o tempo de retenção 

 

Nº 
Tempo 

(min) 
Compostos 

 
Nº 

Tempo 

(min) 
Compostos 

1 10,29 Polimixina B4  24 16,02 C16Fengicina B 

2 12,37 
2-(E-non-4-enil)-4-

quinolona 

 
25 16,14 C17 Fengicina A 

3 12,44 Iturina A2  26 16,18 2-undecen-18-il-4-quinolona 

4 12,59 2-heptil-quinolona  27 16,42 C18Fengicina B 

5 12,95 Polimixina B2  28 17,31 Não identificado 

6 13,08 
2-heptil-3-hidroxi-4-

quinolona 

 
29 17,46 Isoleucinapolimixina B1 

7 13,25 Iturina A3–A5  30 17,59 2-undecil-4-quinolona 

8 13,59 C14Fengicina A  31 17,90 di-RamnolipídiosRha2-C10–C8 

9 13,79 C16Fengicina A  32 18,33 Derivado da quinolona 

10 13,87 
2-(6-metil)-heptil-4-

quinolona 

 
33 18,59 Polimixina B1 

11 13,94 C16Fengicina A 
 

34 18,97 
di-Ramnolipídios Rha2-C10–

C10 

12 14,06 C15Fengicina A 
 

35 20,15 
di-Ramnolipídios Rha2-C10–

C10 

13 14,33 C15Fengicina A  36 21,22 di-Ramnolipídios Rha2C10–C12 

14 14,44 C15Fengicina A  37 21,49 C14Surfactina 

15 14,48 Derivado da quinolona  38 22,35 C12Surfactina 

16 14,60 Polimixina B3  39 22,61 Surfactina 

17 14,79 C16Fengicina A  40 22,98 Surfactina 

18 14,80 
2-((E)-Non-4’-enil)-4-

quinolona 

 
41 23,58 Surfactina 

19 14,99 
Isômero 2-((E)-Non-4’-

enil)-4-quinolona 

 
42 23,79 Surfactina 

20 15,15 2-Nonil-4-quinolinol  43 23,97 Surfactina 

21 15,20 C17Fengicina A  44 24,28 Surfactina 

22 15,24 C16Fengicina B  45 24,51 Surfactina 

23 15,79 C17Fengicina B  46 24,88 Surfactina 

 

Quatro grupos foram identificados com base na composição e intensidade relativa dos 

compostos químicos presentes nos extratos bacterianos pela análise não supervisionada de 

componentes principais (ACP) (Figura 3A). Na análise, dois componentes principais (CP1 x 

CP2) explicam 85,3% da variância observada. A CP1 explica a tendência de separação das 

amostras de Paenibacillus sp. LIS04 e P. aeruginosa IPR45 das demais amostras das bactérias 
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do gênero Bacillus IM14, CT02 e LIS05, as quais apresentaram regiões de sobreposição e maior 

semelhança química (Figura 3B) como esperado.  

 

Figura 3 - A) Porcentagem de variância explicada pelas cinco PCs. A linha azul mostra a 

variância explicada por cada PC individualmente, enquanto a linha verde mostra a variância 

acumulada. B) PC1 x PC2 escores da análise quimiométrica de bactérias isoladas de sementes 

de sorgo. As áreas sombreadas indicam as regiões de confiança de 95%.    

  

 

 

A HCA-Heat map (Figura 4) corrobora os resultados da PCA. As amostras foram 

reorganizadas em dois agrupamentos, discriminando a espécie de Paenibacillus sp. LIS04 e P. 

aeruginosa IPR45 das espécies de Bacillus, sem nenhum erro de classificação. Curiosamente, 

no agrupamento formado pelas bactérias do gênero Bacillus, foi possível observar que o extrato 

do isolado IM14 foi mais similar ao extrato do isolado LIS05 também cultivado no meio Landy 

do que ao extrato de Bacillus CT02 cultivada em meio TSB, sugerindo uma possível influência 

do meio de cultura no perfil metabólico dessas bactérias. De fato, conforme foi demonstrado 

nos testes de microdiluição realizados anteriormente, a atividade antifúngica contra F. 

verticillioides variou dependendo do meio de cultura e da bactéria utilizada, o que ocorreu 

provavelmente pela produção de moléculas antifúngicas diferentes. Akpa e colaboradores 

(2001), estudaram a influência do meio de cultura na produção de lipopeptídeos por B. subtilis 

NT02 e concluiram que a intensidade de produção de compostos homólogos depende da cepa 

e do meio cultura, sendo que o meio de cultura teve menor influência para a produção de 

moléculas homólogas à iturina do que para as surfactinas. A análise desses lipopeptídeos por 

cromatografia líquida de alta eficiência mostrou que NT02 produziu vários compostos 

B A 
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homólogos quando cultivada em meio Landy e um produto homólogo (Bacilomicina L c15) de 

alta intensidade quando o meio foi otimizado. A produção de antibióticos e sideróforos por 

Pseudomonas em grande parte também é dependente da composição mineral e fonte de carbono 

do meio conforme demonstrado por Shtark e colaboradores (2003), que relataram que ácidos 

orgânicos como fontes de nutrientes proporcionam uma produção mais intensa de 

exometabólitos e um maior nível de atividade antifúngica do que os açúcares. 

A análise da abundância relativa dos íons detectados em cada amostra, representada pela 

intensidade das cores vermelho (alta intensidade) e azul (baixa intensidade), mostra que os 

lipopeptideos predominam nas amostras. De modo geral, nas espécies de Bacillus predominam 

lipopeptídeos, tais como fengicinas, surfactinas e iturinas, inclusive, as iturinas (3 e 7) 

apresentam maior intensidade nas amostras de Bacillus sp. LIS05 e B. velezensis IM14, 

cultivadas em meio Landy. Em Paenibacillus sp. LIS04, houve predomínio de ciclopeptídeos, 

enquanto em P. aeruginosa predominam quinolonas e ramnolipídeos. Utilizando do mesmo 

método, Shahid e colaboradores (2021) conseguiram detectar nos extratos de B. 

amyloliquefaciens SB-1, B. subtilis A-2 e B. tequilensis A-3, que apresentaram inibição de oito 

fitopatógenos, vários homólogos de compostos surfactinas, iturinas e fengicinas, com 

quantidades máximas observadas para a cepa B. amyloliquefaciens SB-1 em comparação com 

outras duas cepas de Bacillus. Da mesma forma, ramnolipídeos produzidos por P. aeruginosa 

KVD-HM52 com atividade antifúngica contra F. oxysporum foram dectados em extratos 

produzidos por essa bactéria (Deepika et al., 2015). Extratos de metanol do sobrenadante da 

cultura de Paenibaciilus polymyxa que apresentaram atividade antimicrobiana também foram 

analisados por HPCL e variantes de polimixinas foram detectadas por Shaheen e colaboradores 

(2011), resultados que vão de acordo com o que foi encontrado nesse estudo.   

Outra abordagem importante consistiu em avaliar quais compostos dos extratos foram 

discriminantes para a sua atividade antifúngica, assim as amostras foram classificadas de acordo 

com os valores de concentração inibitória mínima capazes de reduzir no mínimo 50% do 

crescimento de F. verticillioides e em seguida submetidas a análise de PLS-DA. Considerando 

que  quanto menor a concentração inibitória de extrato bacteriano, maior a ação antifúngica, é 

possível perceber que os extratos obtidos de bactérias do gênero Bacillus apresentaram o melhor 

desempenho, com destaque para B. velezensis CT02 cultivado no meio TSB. 
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Figura 4 - HCA-Heat map da análise quimiométrica de bactérias isoladas de sementes de 

sorgo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os números correspondem aos compostos listados na Tabela 13. 

 

Na Figura 5, o gráfico de escores 3D de PLS-DA representa 91,2% da variância total 

explicada por três variáveis latentes, LV1 x LV2 x LV3, resultando em maior separação entre 

os grupos de bactérias, principalmente entre as espécies de Bacillus. Para minimizar erros de 

overfitting foi aplicado validação cruzada usando o modelo leave-one-out cross-validation 

(LOOCV), no qual valores cumulativos de R2 = 0,98706 e Q2 = 0,92167, indicaram um modelo 

de quatro componentes como ideal (Figura 6). Em geral, o eixo LV1 explica 72,4% da variância 

observada, marcando o agrupamento das amostras de Bacillus em valores negativos, sem 

sobreposição, enquanto as espécies de P. aeruginosa e Paenibacillus sp. foram dispostas em 

LIS05 - Bacillus sp. (Landy) 
IM14 - B. velezensis (Landy) 
CT02 - B. velezensis (TSB) 
IPR45 - P. aeruginosa (Landy) 
LIS04 - Paenibacillus sp. (TSB) 

Quinolones 

Rhamnolipids 

Lipopeptides 

Cyclopeptides 

class 
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valores positivos de LV1. Examinando o eixo LV2 (10,8%), observa-se a separação de Bacillus 

sp. (LIS05), em valores positivos, de B. velezensis (CT02 e IM14), em valores negativos. 

 

 

Figura 5 - Escores 3D de PLS-DA. A discriminação foi caracterizada por 72,4% para LV1, 

10,8% para LV2 e 8% para LV3. 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 - Gráfico de validação cruzada pelo método leave-one-out cross-validation (LOOCV) 

aplicado em dados de análise discriminante de mínimos quadrados parciais (PLS-DA).  

 

A estrela vermelha acima da coluna Q2 indica que o modelo de quatro componentes é o ideal  
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Após a construção do modelo de PLS-DA, foi possível identificar quais compostos 

foram mais relevantes para a separação das amostras, de acordo com a concentração inibitória 

mínima, por meio da análise de VIP (Figura 7). Dessa forma, foi possível identificar os 15 

compostos (Tabela 14) que mais contribuíram para atividade antifúngica (VIP > 1,0), sendo 12 

deles mais expressivos nos extratos de Bacillus, incluindo a surfactina 45 (VIP = 1.5488), cuja 

intensidade é maior no extrato de B. velezensis, cultivado no meio TSB. De modo geral, as 

surfactinas (45, 42, 43 e 46) e as fengicinas (21, 17, 14, 23, 12, 24, 8 e 9), principalmente, foram 

discriminantes para o maior potencial antifúngico dos extratos de isolados do gênero Bacillus.  

No Apêndice G, são apresentados os gráficos de boxplot para os 12 compostos discriminados 

nos extratos de Bacillus.   

 

Figura 7 - VIP escores dos compostos discriminantes entre os extratos bacterianos.  

 

 
Quanto maior a pontuação VIP, melhor a capacidade de discriminação entre grupos. O mini heat map à direita 

ilustra a intensidade relativa dos compostos.  As amostras foram classificadas em ordem crescente do valor da 

concentração inibitória mínima, sendo os menores valores considerados mais ativos (representado pela cor azul 

intensa na escala de atividade). 

 

 

 

 

 

 



63 

 

 

Tabela 14 - Compostos discriminados na análise de VIP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.6 Análise do genoma completo das bactérias antagonistas 

 

Os genomas dos isolados CT02, IM14, LIS05, LIS04 e IPR45 sequenciados na 

plataforma Illumina HiSeq 4000 (Illumina, San Diego, CA, EUA) geraram um total de 

13.573.106, 13.654.038, 13.605.486, 13.625.202, 13.643.630 reads, respectivamente. Todas as 

reads foram montadas para um genoma inicial de 4.013.253bp com cobertura de 486 vezes para 

CT02, de 3.997.574 e cobertura de 489 para IM14, de 4.013.450 e cobertura de 486 para LIS05, 

de 5.561.002 e cobertura de 347 para LIS04 e um genoma inicial de 6.471.651 bp com cobertura 

de 293 vezes para a IPR45, usando o SOAPdenovo v1.05.  

O conteúdo de G + C foi de 46,54%; 46,38%, 46,54%, 45,43%, 66,25% para CT02, 

IM14, LIS05, LIS04 e IPR45, respectivamente. As características dos genomas sequenciados 

neste estudo estão resumidas na Tabela 15. 

 

Tabela 15 - Características gerais dos genomas dos isolados do gênero Bacillus CT02, IM14 e 

LIS05, de Paenibacillus sp. LIS04 e de Pseudomonas aeruginosa IPR45 

 

Assembly 
Bacillus 

CT02 

Bacillus 

IM14 

Bacillus 

LIS05 

Paenibacillus 

sp. LIS04 

P. aeruginosa  

IPR45 

# Contigs (>=0 bp) 30 57 30 212 75 

# Contigs (>=1000 bp) 11 24 11 47 28 

Total length (>=0 bp) 4013253 3997574 4013450 5561002 6471651 

Total length (>=1000 bp) 4007327 3985460 4007524 5510934 6451110 

Composto VIP p-valor 

Surfactina (45) 1.5488 2.84E-08 

C17 Fengicina A (21) 1.5107 5.53E-08 

C16 Fengicina A (17) 1.4158 4.07E-08 

C15 Fengicina A (14) 1.37 4.27E-10 

C17 Fengicina B (23) 1.3531 1.85E-08 

Surfactina (42) 1.3302 2.80E-08 

C15 Fengicina A (12) 1.3244 7.48E-08 

C16 Fengicina B (24) 1.308 3.59E-08 

C14 Fengicina A (8) 1.2812 8.22E-07 

Surfactina (43) 1.232 4.02E-07 

Polimixina B3 (16) 1.2207 2.69E-06 

C16 Fengicina A (9) 1.2201 9.09E-10 

2-Nonil-4-quinolinol (20) 1.1784 0.000277 

Não identificado (28) 1.1541 8.69E-07 

Surfactina (46) 1.1447 1.93E-06 

VIP: Variável de Importância na Projeção 
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# Contigs 28 57 30 212 75 

Largest contig 1354340 713769 1354537 931586 2325654 

Total length 4013253 3997574 4013450 5561002 6471651 

GC (%) 46.54 46.38 46.54 45.43 66.25 

N50 1072201 468182 1072201 623597 916622 

N75 642316 236038 642316 222165 471528 

L50 2 4 2 4 2 

L75 3 7 3 8 5 

# Total reads 13573106 13654038 13605486 13625202 13643630 

# Left 6786553 6827019 6802743 6812601 6821815 

# Bright 6786553 6827019 6802743 6812601 6821815 

Mapped (%) 98.97 98.98 98.97 98.78 97.76 

Properly paired (%) 97.67 97.23 97.53 96.68 96.76 

Avg. coverage depth 486 489 486 347 293 

Coverage >= 1x (%) 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 

N's per 100 kbp 2.39 2.28 2.39 1.76 2.97 

 

 

Depois da previsão e anotação de CDS (CoDing Sequence) usando os Softwares 

PROKKA e RAST, obteve-se 4107, 4062, 4109, 5365 e 6085 CDS para CT02, IM14, LIS05, 

LIS04 e IPR45, respectivamente. Destes, 1.191, 1177, 1191, 1180 e 1764 genes com funções 

atribuídas foram detectados, respectivamente, sendo divididas em 26 subsistemas (Figura 8). 

 

Figura 8 - Classificação funcional de genes dos isolados do gênero Baciilus LIS05, IM14, 

CT02, de Pseudomonas aeruginosa (IPR45) e de Paenibacillus sp. (LIS04). 
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Genes envolvidos na produção de metabólitos antimicrobianos foram detectados nos 

genomas das cinco bactérias antagonistas e mostraram alta homologia de sequência com os 

grupos de genes biossintéticos conhecidos (Tabelas 16, 17 e 18).  

Genes que controlam a síntese de onze compostos, envolvidos direta ou indiretamente 

na atividade antifúngica e bacteriana foram detectados nos genomas dos isolados CT02, IM14 

e LIS05 de Bacillus. A análise de similaridade, empregando o programa Blastn (GenBank), 

mostrou que os 61 genes envolvidos nas sínteses dos diferentes compostos antifúngicos 

apresentaram variação nas sequências de nucleotídeos, que variaram de 74% a 100% de 

similaridade com genes previamente descritos. 

Os genomas dos isolados CT02, IM14 e LIS05 abrigam agrupamentos de genes que são 

responsáveis pela biossíntese de vários lipopeptídeos via sintetases de peptídeos não 

ribossômicos (NRPSs), incluindo fengicina (fen), surfactina (srfA), iturina (itu), bacilomicina 

D (bmy) e paenilarvins (Tabela 16), metabólitos secundários com atividades antifúngicas de 

amplo espectro (Ongena e Jacques, 2008; Sood et al., 2014). 

Um cluster de genes (pks2) sintetizador do policetídeo macrolactina, que foi relatado, 

por exibir atividade antifúngica e antibacteriana em B. amyloliquefaciens NJN-6 (Yuan et al., 

2012) foi localizado no genoma dos isolados do gênero Bacillus desse trabalho. Além disso, 

agrupamentos de genes para síntese de micosubtilina (myc) foram identificados no 

cromossomo. Micosubtilina foi caracterizada por exibir atividade antifúngica contra 

fitopatógenos na cepa de B. subtilis BBG100 (Leclère et al., 2005). Efeitos da micosubtilina 

também foram demonstrados por Yu e colaboradores (2021), onde hifas de F. graminearum e 

F. verticillioides, quando tratadas com 20 μg/mL de micosubtilina resultaram na produção de 

poucos conídios. Conídios viáveis quando expostos a micosubtilina tiveram a taxa de 

germinação diminuída após 24h de tratamento, além disso os conídios aparentavam inchados e 

com alongamento do tubo germinativo reduzido. Os compostos fengicina, surfactina, 

micosubtilina, bacillomicina D, bacilisina e macrolactina, além de metabólitos antimicrobianos 

atuam como indutores de resistência sistêmica (ISR) em plantas (Ongena et al., 2007; Wu et 

al., 2018; Lin et al., 2019; Zaid et al., 2022), desencadeando diferentes vias de sinalização, 

como a do ácido jasmônico (JA), etileno (ET) e ácido salicílico (SA), em plantas (Fan et al., 

2018). Um operon (pps) sintetizador de piplastatina, relatada por exibir atividade antifúngica 

em B. amyloliquefaciens ST6-3 (Gong et al., 2015), também foi identificado no cromossomo. A 

atividade antifúngica deste composto foi relatada para F. graminearum, onde atuou induzindo 

distorção nas hifas, aumento dos vacúolos, crescimento apical restrito e com deformação, este 

composto também foi relatado provocando conglobação em hifas jovens do fungo.  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7773762/#B75
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Lecl%C3%A8re+V&cauthor_id=16085851
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Também foi demonstrado que LIS05, CT02 e IM14 possuem um cluster de genes (dhb) 

codificado para o sideróforo bacillibactina, que é sintetizado em várias cepas do 

gênero Bacillus, incluindo B. subtilis (Dertz et al., 2006) e B. velezensis (Zhu et al., 2020). 

Bacillibactina está envolvido na quelação de ferro na rizosfera, inibindo o desenvolvimento de 

microrganismos que dependem do ferro para sua sobrevivência, incluindo fitopatógenos, que 

têm menor capacidade de competição por ferro (Zaid et al., 2022). 

Um agrupamento de genes para o dipeptídeo antibiótico bacilisina (bac), que possui 

atividade antibacteriana e antifúngica, além de indução de resistência sistêmica ISR também 

foi detectado. Além desses, cluster de genes envolvidos na produção de bacillaene (bae), que é 

sintetizado em várias cepas de B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. pumilus e B. licheniformis 

(Steinborn et al., 2005), foi detectado nos genomas dos isolados de Bacillus CT02, IM14 e 

LIS05 sequenciados nesse estudo. 

  

Tabela 16 - Lista de genes envolvidos na síntese de metabólitos biotivos encontrados no 

genoma de isolados do gênero Bacillus IM14, CT02 e LIS05  

 
 

Gene  

 

Metabólito 

 

Função 

Similaridade em relação ao  

Genbank (%) 

 

Referência 

Genbank        CT02 IM14 LIS05 

fenB Fengicina Antifúngico, 97.94 97.72 97.94 MT386612.1 

fenA  ISR 92.61 92.61 92.61 AB973486.1 

fenC   97.65 98.12 97.65 KU504270.1 

       

srfAA Surfactina Antifúngico,  98.12 98.24 98.12 CP040881 

srfAB  ISR 98.02 97.98 98.02 CP040881 

srfAC   97.86 97.86 97.86 CP040881 

srfAD   99.18 99.18 99.18 CP040881 

       

ituD Iturina Antifúngico 96.51 96.67 96.51 KT781919.1 

ituA   98.11 97.53 98.11 KT781919.1 

ituB   96.76 96.79 96.76 KT781919.1 

ituC   97.18 97.13 97.18 KT781919.1 

       

ppsA Pliplastatina Antifúngico, 100.0 100.0 100.0 JQ073773.1 

ppsB  Antibacteriano 100.0 99.03 100.0 CP079719.1 

ppsC   92.30 92.30 92.30 JQ073773.1 

ppsD   86.36 72.07 86.36 JQ073773.1 

ppsE   100.0 98.71 100.0 CP079719.1 

       

mycA Micosubtilina Antifúngico, 81.20 80.96 81.20 AF184956.1 

mycB  ISR 79.93 80.00 79.93 AF184956.1 

mycC   80.89 80.75 80.89 AF184956.1 

       

bmyC  Bacillomicina D Antifúngico, 89.00 88.85 89.00 JQ271536.1 

bmyB  ISR 97.67 97.64 97.67 JQ271536.1 

bmyA   97.09 98.21 97.09 JQ271536.1 

bmyD   98.08 98.25 98.08 JQ271536.1 

       

bacA Bacilisina Antifúngico, 98.86 99.35 98.86 AF396778.1 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP040881
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP040881
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP040881
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP040881
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP079719.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S7Y58MDP013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP079719.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S7Y58MDP013
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bacB   Antibacteriano  98.31 98.17 98.31 AF396778.1 

bacC  ISR 98.42 98.95 98.42 AF396778.1 

bacD   98.45 98.37 98.45 AF396778.1  

bacE    99.32 99.15 99.32 AF396778.1 

       

pkS2A  Macrolactina Antifúngico, 98.91 98.87 98.91 AJ634061.2 

pkS2B   Antibacteriano 99.17 99.24 99.17 AJ634061.2 

pkS2C   ISR 99.05 99.14 99.05 AJ634061.2 

pkS2D    99.06 99.17 99.06 AJ634061.2 

pkS2E    99.10 98.87 99.10 AJ634061.2 

pkS2F    98.82 98.77 98.82 AJ634061.2 

pkS2G    98.99 98.66 98.99 AJ634061.2 

pkS2H    98.83 99.06 98.83 AJ634061.2 

pkS2I   99.64 99.46 99.64 AJ634061.2 

pdhA   99.82 99.91 99.82 AJ634061.2 

       

FHJ82_09330 Paenilarvins Antifúngico  96.00 95.95 96.00 CP040881.1 

FHJ82_09335   97.13 97.16 72.32 CP040881.1 

FHJ82_09340   97.18 98.34 97.18 CP040881.1 

FHJ82_09345   98.08 98.42 98.08 CP040881.1 

       

baeB  Bacillaene Antibacteriano 99.71 99.56 99.71 AJ634060.2 

baeC   ISR 99.09 99.20 99.09 AJ634060.2 

baeD    99.20 99.29 99.20 AJ634060.2 

baeE    99.15 99.19 99.15 AJ634060.2 

baeI    99.06 99.86 99.06 AJ634060.2 

baeG    98.12 98.43 98.12 AJ634060.2 

baeH    98.46 98.72 98.46 AJ634060.2 

baeL    97.86 98.63 97.86 AJ634060.2 

baeJ    98.61 98.65 98.61 AJ634060.2 

baeM    98.46 98.93 98.46 AJ634060.2 

baeN    98.89 98.71 98.89 AJ634060.2 

baeR    98.27 98.51 98.27 AJ634060.2 

baeS   98.87 99.03 98.87 AJ634060.2 

       

dhbF Bacillibactina Sideróforo 74.72 74.48 74.72 AL009126.3 

dhbB    100.0 99.03 100.0 CP039297.1 

dhbE   74.64 74.52 74.64 AL009126.3 

dhbA   99.11 100.0 99.11 CP102511.1 

dhbC   100.0 100.0 100.0 CP079719.1 

Eg Celulase Enzima lítica 93.46 93.60 93.46   AB695293.1 

 

Também pesquisamos o genoma do isolado de Paenibacillus sp. LIS04 em busca de 

genes relacionados à produção de metabólitos bioativos envolvidos no controle biológico. 

Genes de cinco compostos bioativos, solúveis e voláteis, foram detectados no genoma de LIS04 

mostrando mais de 87% de similaridade gênica com genes já descritos. Grupo de genes 

envolvidos na síntese de fusaricidina (fus, fustE), que é um antifúngico bem relatado, foi 

detectado no genoma de LIS04. Também foi detectado um agrupamento de genes envolvidos 

na síntese de polimixina (pmx), que possui função antibacteriana, além de antifúngica contra 

espécies de Fusarium, como foi demonstrado por Hsu et al., 2017. Foram detectados ainda 

genes da síntese de 2,3-butanodiol, metanotiol e isopreno (Tabela 17), que são compostos 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP102511.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=S800C8X8016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP079719.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S811G829013


68 

 

 

orgânicos voláteis (COVs) responsáveis por desencadear mecanismos defensivos das plantas 

(Li et al., 2020b).   

 

Tabela 17 - Lista de genes envolvidos na síntese de metabólitos biotivos encontrados no 

genoma de Paenibacillus sp. LIS04 

 

 

 

A análise do genoma de P. aeruginosa IPR45 revelou a presença de agrupamentos de 

genes relacionados a síntese de metabólitos bioativos envolvidos no controle biológico como 

cianeto de hidrogênio (hcnABC), fenazina (phzA_B e phzDFGMS) e salicilato (pchA), cluster 

de genes que também foram detectados no genoma de P. aeruginosa  B18 e indicaram que essa 

bactéria pode conferir resistência da planta hospedeira a patógenos devido a produção desses 

metabólitos Singh et al. (2021). Cluster de genes envolvidos na produção de ramnolipídeos (rhl) 

e quinolona (pqsE) também foram detectados, além de genes que codificam o sideróforo 

pioverdina (pvd), que pode contribuir para o efeito de biocontrole da cepa. A produção de 

Gene Metabólito Função Similaridade  

Genbank (%) 

Referência 

Genbank 

fustE Fusaricidina Antifúngico 87.24 CP025957 

fusA   88.88 CP025957 

fusB   87.50 CP025957 

fusC   88.08 CP025957 

fusD   91.91 CP025957 

fusE   91.91 CP025957 

fusF   90.06 CP025957 

fusG   89.23 CP025957 

     

pmxA Polimixina Antibacteriano 87.95 FR727736.1 

pmxE  Antifúngico 92.00 FR727736.1 

     

mtnE Methanethiol  ISR 95.17 CP025957 

mmuM Methanethiol   93.90 CP025957 

metE Methanethiol   91.28 CP025957 

metH Methanethiol   93.98 CP025957 

     

lytB Isopreno  ISR 94.78 CP025957 

gcpE Isopreno   94.01 CP025957 

ispE Isopreno   94.03 CP025957 

ispF Isopreno   93.08 CP025957 

alsD 2,3-Butanodiol  92.90 CP025957 

     

C1A50_2532 beta- glucanase Enzimas líticas 85.15 CP025957 

C1A50_3796 1,4-beta-glucanase 92.63 CP025957 

C1A50_3836 endo-1,3-beta-glucanase 91.41 CP025957 

C1A50_1100 exoglucanase A 94.42 CP025957 

C1A50_0229 glicosil hidrolase 93.11 CP025957 

C1A50_0827 glicosil hidrolase 91.17 CP025957 

C1A50_0421 glicosil hidrolase 93.26 CP025957 

     

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2021.628376/full#B13
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP025957
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP025957
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP025957
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP025957
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP025957
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP025957
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP025957
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP025957
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP025957
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP025957
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP025957
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP025957
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP025957
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP025957
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP025957
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP025957
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP025957
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sideróforos não apenas promove o crescimento das plantas, mas também contribui para o 

controle de doenças ao competir com fitopatógenos por metais residuais (Chlebeck et al., 2020).  

 

Tabela 18 - Lista de genes envolvidos na síntese de metabólitos bioativos encontrados no 

genoma de Pseudomonas aeruginosa IPR45 

 
Gene Metabólito Atividade Similaridade 

Genbank (%) 

Referência 

Genbank 

hcnA Cianeto de hidrogênio  Antifúngico 99.04 CP007224.1 
hcnB  98.92 CP007224.1 
hcnC  97.61 CP007224.1 

 

phzM 

 

Fenazina 

 

Antifúngico 

Antibacteriano 

ISR 

 

99.90 

 

CP007224.1 

phzA  100.0 CP007224.1 

phzB  98.16 CP007224.1 

phzD  99.76 CP007224.1 

phzF  99.69 CP007224.1 

phzG  99.22 CP007224.1 

phzS  98.59 CP007224.1 

     

     

pchA Salicilato ISR 98.81 CP007224.1 

     

pvdA Pioverdina Sideróforo 82.90 CP053028.1 

pvdE  73.00 CP053028.1 

pvdH  99.43 CP007224.1 

pvdL  99.40 CP007224.1 

pvdG  99.37 CP007224.1 

pvdS  100.0 CP007224.1 

pvdJ  85.17 CP053028.1 

pvdO  98.36 CP007224.1 

pvdN  99.68 CP007224.1 

pvdM  93.56 CP007224.1 

pvdP  84.88 CP053028.1 

pvdI  97.52 CP053028.1 

pvdQ  99.51 CP007224.1 

     

rhlB Ramnolipídeos Antifúngico 99.66 CP007224.1 

rhlB  99.61 CP007224.1 

rhlE  99.32 CP000438.1 

rhlA  99.77 CP007224.1 

rhlI  99.83 CP007224.1 

rhlG  98.96 CP007224.1 

rhlC  99.28 CP007224.1 

rhlR  99.86 CP007224.1 

     

pqsE Quinolona Antifúngico 100.0 CP089062.2 

nagA Quitinase Enzima 99.93 CP058332.1 

 

Genes que codificam enzimas ativas relacionadas a atividade de biocontrole como 

celulase (Bacillus sp.), glucanases e glicosil hidrolases (Paenibacillus sp.) e quitinase (P. 

aeruginosa) também foram encontrados no genoma dos isolados avaliados, essas enzimas 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP089062.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S81VHSAN016
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degradam e lisam componentes da parede celular dos fungos afetando o seu crescimento e em 

alguns casos pode levá-los à morte (Mabood et al., 2014; Jadhav et al., 2017).  

Atualmente, espécies de Bacillus, Paenibacillus e Pseudomonas receberam atenção 

considerável pela produção de diferentes metabólitos secundários biologicamente ativos que 

regulam uma ampla gama de doenças e estimulam o crescimento das plantas. Apesar da grande 

capacidade dos microrganismos antagonistas de produzir diferentes tipos de metabólitos 

antimicrobianos, sabe-se que muitos desses compostos são sintetizados apenas em resposta a 

estímulos externos ou sob condições especiais, isso dificulta a detecção de todos os compostos 

antimicrobianos produzidos por uma determinada cepa usando os métodos tradicionais de 

cultivo e extração (Tulp & Bohlin, 2005). Como alternativa, estudos genômicos dos 

microrganismos antagonistas vem sendo adotados, pois são muito úteis na identificação e 

descoberta de novos compostos antimicrobianos. Além disso, ampliam o conhecimento sobre 

os mecanismos de ação dos antagonistas que são necessários para projetar estratégias para 

melhorar a eficácia do controle biológico (Palmieri et al., 2022). Nesse trabalho, agrupamentos 

de genes foram identificados no genoma dos isolados de Bacillus CT02, IM14 e LIS05, de P. 

aeruginosa IPR45 e Paenibacillus sp. LIS04, que foram responsáveis pela síntese de diferentes 

metabólitos secundários e que foram identificados pela análise genômica comparativa.   

 

5.7 Análise filogenética 

  

Para determinar a posição taxonômica dos isolados bacterianos LIS05, CT02, IM14, 

LIS04 e IPR45, a análise filogenética usando sequências do genoma completo foi realizada 

usando a plataforma de bioinformática Type (strain) Genome Server (TYGS). 

Os resultados da árvore filogenética baseada no genoma completo mostraram uma maior 

proximidade dos isolados do gênero Bacillus CT02, IM14 e LIS05 com B. amyloliquefaciens 

subsp. plantarum FZB42 (Figura 9).  

O complexo de espécies do gênero Bacillus consiste em um número cada vez maior de 

espécies descritas, que exibem um grau extremamente alto de similaridade, portanto, a 

taxonomia dessas espécies constantemente traz confusão para os pesquisadores (Fan et al., 

2017). A distinção dessas espécies usando parâmetros de taxonomia clássica, como por 

exemplo a análise filogenética do gene 16S rRNA, apresenta resultados falhos para diferenciar 

espécies dentro do complexo devido à natureza altamente conservada do gene (Rooney et 

al., 2009).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5247444/#B46
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Bacillus amyloliquefaciens possui espécies intimamente relacionadas, porém com o 

advento da genômica comparativa e a disponibilidade de um número crescente de sequências 

completas do genoma, tornou-se possível distinguir duas subespécies dentro de B. 

amyloliquefaciens: B. amyloliquefaciens subsp. amyloliquefaciens e B. amyloliquefaciens 

subsp. plantarum. De acordo com Reva e colaboradores (2004), a subespécie “plantarum” 

representa um ecótipo distinto de cepas de B. amyloliquefaciens e que está associada a plantas, 

sendo cada vez mais utilizada como biofertilizante e para controle biológico na agricultura 

(Borriss, 2011). B. amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42 e outras espécies do grupo 

foram reclassificados como sendo Bacillus velezensis por Dunlap e colaboradores (2016). 

Portanto, os isolados CT02, IM14 e LIS05, que apresentaram maior proximidade com a cepa 

FZB42 B. amyloliquefaciens subsp. plantarum pela análise filogenética, serão descritos nesse 

trabalho a partir de agora como Bacillus velezensis.  

Para o isolado de Paenibacillus sp. LIS04, a análise filogenética realizada via 

TYGS revelou que essa bactéria pertence a espécie P. ottowii com alta similaridade com a cepa 

tipo de P. ottowii MS2379 (Figura 10). A cepa tipo MS2379, que anteriormente havia sido 

relacionada às espécies P. polymyxa (DSM 36 T), P. jamilae (DSM 13815 T) e P. 

peoriae (DSM 8320 T) pela análise 16S rRNA e do gene rpoB, foi reclassifica como sendo da 

espécie P. ottowi por Velazquez e colaboradores (2020).Recentemente esses autores, com base 

em características fisiológicas, quimiotaxonômicas, bioquímicas e estudos de ácidos nucleicos 

da cepa MS2379, reconheceram que se trata de uma nova espécie do gênero Paenibacillus.  

A árvore filogenética do genoma completo do isolado IPR45 confirmou a sua 

identificação como P. aeruginosa, apresentando uma alta similaridade com a cepa DSM50071 

(Figura11).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5247444/#B5
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8885614/figure/fig0001/
https://doi.org/10.1601/nm.5110
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Figura 9 - Árvore filogenética do genoma completo de isolados do gênero Bacillus CT02, 

IM14 e LIS05. 

 

 

Figura 10 - Árvore filogenética Paenibacillus ottowii LIS04 
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Figura 11 - Árvore filogenética Pseudomonas aeruginosa IPR45 

 

 

 

 

5.8 Testes de combinação entre bactérias antagonistas e combinação de bactérias com 

fungicida químico 

 

5.8.1 Compatibilidade entre as bactérias antagonistas 

 

Entre os isolados confrontados, somente P. aeruginosa IPR45 inibiu o crescimento de 

todos os outros isolados sob condições in vitro, no entanto, todas as outras combinações foram 

consideradas compatíveis (Figura 12a). Isolados compatíveis conseguiram crescer um sobre o 

outro (Figura 12b) e zonas de inibição foram observadas em combinações incompatíveis 

(Figura 12c). 
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Figura 12 - Teste in vitro de compatibilidade entre os isolados pertencentes as espécies 

Paenibacillus ottowii LIS04, Bacillus velezensis IM14, CT02 e LIS05 e Pseudomonas 

aeruginosa IPR45. 

  

 
(a) O sinal de adição indica uma combinação compatível e um sinal negativo indica uma combinação 

incompatível. (b) Combinações compatíveis: B. velezensis LIS05 X B. velezensis IM14 e P. ottowii LIS04 X B. 

velezensis IM14 e (c) incompatíveis em placas: P. aeruginosa IPR45 X B. velezensis LIS05 e B. velezensis IM14 

X P. aeruginosa IPR45            

 

Grande parte dos trabalhos de biocontrole de doenças e promoção do crescimento de 

plantas se baseiam na utilização de agentes únicos de biocontrole como antagonista a um único 

patógeno. Essa abordagem pode ser parcialmente responsável pelo desempenho inconsistente 

em campo, porque é improvável que um único agente biológico seja ativo em todos os 

ambientes do solo em que é aplicado ou ativo contra todos patógenos que atacam a planta 

hospedeira (Domenech et al., 2006). Em muitos casos, a mistura de agentes de biocontrole 

demonstrou resultar em níveis mais altos de controle do que a aplicação de um agente sozinho, 

devido ao efeito sinérgico da combinação de diferentes mecanismos de ação de cada agente 

individual (Liu et al., 2018). Porém, para que seja possível a aplicação bem-sucedida dos 

agentes de biocontrole é necessário que exista compatibilidade entre eles, o que foi demonstrado 

entre as espécies dos gêneros Bacillus e Paenibacillus utilizados nesse trabalho.  

Os resultados dos testes feitos anteriormente indicam que esses isolados atuam sobre 

diferentes patógenos de plantas por diferentes mecanismos, como a produção de compostos 

antifúngicos solúveis e voláteis e produção de enzimas extracelulares, além de indução do 

mecanismo de defesa das plantas, que é considerado como outro mecanismo de biocontrole 

(Daud et al., 2019). Com base nesses resultados, acredita-se que a mistura de dois ou mais 

isolados com mecanismos de ação distintos será mais eficiente no biocontrole e promoção de 

crescimento de plantas do que os isolados individuais.  

Isolados LIS04 LIS05 IM14 CT02 IPR45 

LIS04 (P. ottowii)  + + + - 
LIS05 (B. velezensis) +  + + - 
IM14 (B. velezensis) + +  + - 
CT02 (B. velezensis) + + +  - 
IPR45 (P. aeruginosa) - - - -  

a) 
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Liu e colaboradores (2018) encontraram que a mistura de dois isolados de B. velezensis 

(AP197 e AP298) foi mais eficiente no controle de diferentes doenças de plantas do que quando 

os isolados foram utilizados individualmente. O efeito sinérgico da utilização de dois ou mais 

microrganismos também foi descrito por Zalila-Kolsi e colaboradores (2016), onde a utilização 

de inóculo misto de B. amyloliquefaciens, B. subtilis e P. polymyxa foi mais eficaz em reduzir 

os danos provocados por F. graminearum em plantas de trigo do que tratamentos com uma 

única estirpe. 

Apesar de P. aeruginosa IPR45 ter sido incompatível com os outros isolados, uma forma 

de utilizá-la no controle biológico, seria usar os metabólitos produzidos na forma de extrato e 

ou avaliar o seu potencial de patogenicidade segundo as normas da ANVISA. Esta espécie, 

associada a fungicidas, apresenta boa compatibilidade com esses defensivos, como foi 

demostrado em um estudo de Siddiqui et al (2000), em que P. aeruginosa usada em combinação 

com fungicida Benlate foi efetiva no controle de fungos que infectam raízes no solo, além de 

promover um aumento do crescimento e rendimento de grãos do trigo.  

 

5.8.2 Compatibilidade das bactérias antagonistas com fungicida químico 

 

5.8.2.1 Método do disco de papel 

 

Os isolados também foram avaliados quanto a sua compatibilidade com fungicida 

Fludioxonil + Metalaxyl-M pelo método do disco de papel. Nesse teste, nenhuma zona de 

inibição em torno dos halos foi observada nas placas com as três concentrações testadas (50 

ppm, 100ppm e 1000ppm) após 96 h de incubação (Figura 13). 

 

Figura 13 - Teste in vitro de compatibilidade entre os isolados e o fungicida Fludioxonil + 

Metalaxyl-M.  

a)                                 b)                               c)                               d)                              e)  

 
(a) Paenibacillus ottowii LIS04, (b, c, e) Bacillus velezensis LIS05, CT02 e IM14, respectivamente (e) 

Pseudomonas aeruginosa IPR45. Placa superior à esquerda: 0 ppm (controle com água destilada), placa superior 

à direita: 50 ppm, placa inferior à esquerda: 100 ppm e placa inferior à direira 1000 ppm. 

 

5.8.2.2 Método turbidimétrico 
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Os cinco isolados selecionados foram testados quanto à sua suscetibilidade/tolerância 

ao fungicida Fludioxonil + Metalaxyl-M comumente usado no tratamento de sementes para o 

controle de F. verticillioides. O crescimento dos isolados na presença do fungicida foi avaliado 

pelo método turbidimérico e os resultados são apresentados na Tabela 19. 

 

Tabela 19 - Compatibilidade in vitro dos isolados bacterianos com o fungicida Fludioxonil + 

Metalaxyl-M em três diferentes concentrações, evidenciada pela densidade ótica medida pelo 

crescimento em meio de cultura líquido. 

 

Médias seguidas pela mesma letra na linha não diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Scott-Knott a 5% 

de probabilidade (p <0,05). Controle bacteriano = meio de cultura contendo somente os isolados bacterianos, sem 

adição do fungicida. 

Foi observada uma grande variação no crescimento dos isolados expostos às diferentes 

doses do fungicida. Na concentração de 50 ppm não ocorreu diminuição do crescimento de 

nenhum dos isolados, sendo que nessa concentração ainda foi possível observar um aumento 

da turbidez do meio de quatro dos cinco isolados testados, LIS04, LIS05, CT02 e IM14, após 

24 h de incubação. 

Alta compatibilidade entre os isolados CT02 de B. velezensis e IPR45 de P. aeruginosa 

com o fungicida foi observada, já que não ocorreu nenhuma redução do crescimento mesmo na 

maior dose utilizada (1000 ppm).  

Reduções de 9,7% e 23,8% no crescimento foram observadas para o isolado LIS05 nas 

doses de 100 ppm e 1000 ppm respectivamente. Ocorreu ainda uma redução no crescimento 

dos isolados B. velezensis IM14 e P. ottowii LIS04 de 16,9% e 8,8% respectivamente na maior 

dose do fungicida Fludioxonil + Metalaxyl-M (1000 ppm).  

Embora tanto o método de disco de papel quanto o método turbidimétrico sejam 

frequentemente empregados para testes de compatibilidade, variações nos resultados entre as 

duas técnicas podem ocorrer e estarem relacionadas, principalmente, à capacidade de difusão 

fungicida e à oxigenação no meio de cultura (Silva et al., 2006). No mais, a avaliação com 

discos é apenas qualitativa, sem a quantificação do inóculo, sendo justificada a necessidade de 

se complementar com outras técnicas de avaliação quantitativas, como o método turbidimétrico, 

que leva em consideração a padronização do inóculo e quantificação do crescimento bacteriano 

                                       Concentração (ppm) de Fludioxonil + Metalaxyl-M/valores de D.O a 600 nm*  

Isolados 50 100 1000 Controle 

bacteriano 

Paenibacillus sp. LIS04 1,065 ± 0,00 b 0,848 ± 0,00 a 0,785 ± 0,02 c 0,861 ± 0,01 a 
B. velezensis LIS05 0,457 ± 0,01 d 0,379 ± 0,02 c 0,320 ± 0,02 b 0,420 ± 0,01 a 
B. velezensis CT02 0,989 ± 0,03 b 0,663 ± 0,01 a 0,742 ± 0,18 a 0,719 ± 0,04 a 
B. velezensis IM14 0,932 ± 0,01 c 0,793 ± 0,02 a 0,667 ± 0,04 b 0,803 ± 0,08 a 
P. aeruginosa IPR45 1,084 ± 0,00 a 1,095 ± 0,00 a 1,067 ± 0,02 a 1,114 ± 0,00 a 
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em espectrofotômetro. Ressalta-se, ainda, que a distribuição uniforme dos produtos no meio 

líquido (método turbidimétrico) e a constante oxigenação do meio em relação ao método dos 

discos impregnados se apresenta como a condição mais próxima do efeito obtido no tratamento 

de sementes em campo. 

A compatibilidade de Metalaxil-M em diferentes formulações já foi relatada em outros 

estudos. Nandini e colaboradores (2018), por exemplo, relataram compatibilidade de 

Pseudomonas fluorescens com Mancozeb (4%) + metalaxil-M (64%), não ocorrendo formação 

de halo de inibição nas concentrações de 500 ppm, 1000 ppm e 2000 ppm nos ensaios pelo 

método de disco de papel. Zalte e colaboradores (2013) relataram compatibilidade entre 

isolados de B. subtilis e P. fluorescens com Metalaxyl em concentrações de até 3000 ppm.    

Nesse trabalho, os resultados do teste de disco de papel mostraram que os isolados foram 

compatíveis com a mistura Fludioxonil + Metalaxyl-M em todas as concentrações. Entretanto, 

no método turbidimétrico, ocorreram reduções no crescimento de três isolados. (Basamma & 

Shripad Kulkarni, 2017).  Outra questão a ser considerada é a de que o tratamento biológico na 

semente para estes isolados deverá obedecer às boas práticas de uso de produtos biológicos, 

evitando o maior tempo de contato de exposição da bactéria com os químicos. 

Grande parte dos trabalhos de compatibilidade entre os agentes antagonistas e os 

fungicidas químicos são desenvolvidos utilizando testes in vitro, cuja vantagem é permitir a 

máxima exposição dos microrganismos aos produtos avaliados. Dessa forma, ao se detectar a 

compatibilidade no laboratório a sua segurança em campo é praticamente garantida em relação 

ao efeito observado in vitro. Porém, quando observada a toxicidade em laboratório não significa 

que o mesmo efeito refletirá em campo (Alves et al., 1998).  

 

5.9 Controle de Fusarium verticillioides em casa de vegetação 

 

5.9.1 Combinação entre bactérias 

 

Os isolados P. ottowii LIS04 e os isolados de B. velezensis LIS05, CT02 e IM14 foram 

testados contra F. verticillioides em experimento de casa de vegetação. Para esse ensaio o 

isolado P. aeruginosa IPR45 não foi incluído, pois apresentou incompatibilidade com os 

demais isolados in vitro. 

Os parâmetros de germinação e crescimento de plantas de milho obtidas a partir de 

sementes infectadas com F. verticillioides e tratadas com as bactérias de forma individual ou 

em combinação estão expressos na Tabela 20. As sementes inoculadas com F. verticillioides e 
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sem nenhum tratamento apresentaram redução de 13% na taxa de germinação (TG) quando 

comparadas com o controle não inoculado (C) ou comparadas com as sementes inoculadas e 

tratadas com fungicida (MFv) que apresentaram germinação de 100%. 

 

Tabela 20 - Parâmetros de germinação de sementes e de crescimento de plantas de milho 

obtidas a partir de sementes infectadas com Fusarium verticillioides e tratadas com as bactérias 

individuais ou em combinação. 

 

Letras diferentes na coluna indicam diferenças significativas entre os tratamentos pelo Teste de Scott Knott a 5% 

de probabilidade (p <0,05). TG = Taxa de germinação das sementes, MSPA = massa seca da parte aérea e MSR 

= massa seca do sistema radicular. LIS04: Paenibacillus ottowii, LIS05, CT02 e IM14: Bacillus velezensis e 

IPR45: Pseudomonas aeruginosa. 

 

 

Sementes inoculadas com F. verticillioides e tratadas somente com o isolado P. ottowii 

LIS04 ou com o isolado B. velezensis CT02 de forma individual ou combinado com o isolado 

B. velezensis IM14 apresentaram taxa de germinação (TG) de 100% igual as sementes tratadas 

com o fungicida Fludioxonil + Metalaxyl-M (MFv) e ao controle sem inoculação com F. 

verticillioides (C). 

Uma taxa de germinação de 93% foi observada quando se utilizou o isolado de B. 

velezensis LIS05 individualmente ou combinado com B. velezensis CT02 ou com IM14, 

mostrando efeito protetor nas sementes quando comparado ao efeito negativo do patógeno sobre 

a TG, que apresentou média de 86,7%. 

A inoculação das sementes com F. verticillioides reduziu em 21% o diâmetro do colmo 

das plantas em comparação com o controle não inoculado (C). Quando foram utilizados os 

isolados de forma individual ou combinada nas sementes, todos os tratamentos foram 

favoráveis para o aumento do diâmetro de plantas em relação às plantas que foram somente 

inoculadas com o fitopatógeno e não receberam nenhum tratamento (CFv). Melhores 

combinações foram observadas entre os isolados P. ottowii LIS04 + B. velezensis CT02 e de B. 

 

DESCRIÇÃO 

TG 

% 

Altura 

(cm) 

Diâmetro 

(cm) 

MSPA 

(g) 

MSR 

(g) 

Controle (C) 100 1,32 a 11,97 c 5,33 c 0,58 b 

F. verticillioides (CFv) 86,7 1,34 a   9,39 d 4,45 c 0,40 b 

Fludioxonil + Metalaxyl-M + F. verticillioides (MFv) 100 1,14 b 11,94 c 5,29 c 0,73 a 

LIS04 + F. verticillioides 100 1,21 b 11,43 c 5,37 c 0,81 a 

LIS05 + F. verticillioides 93,3 1,29 b 12,38 b 5,71 c 0,55 b 

CT02 + F. verticillioides 100 1,23 b 13,24 b 6,64 b 0,48 b 

IM14 + F. verticillioides    86,7 1,35 a 11,25 c 5,40 c 0,61 b 

LIS04 + LIS05 + F. verticillioides 86,7 1,43 a 12,51 b 6,17 b 0,35 b 

LIS04 + CT02 + F. verticillioides 86,7 1,49 a 13,95 a 8,45 a  0,81 a 

LIS04 + IM14 + F. verticillioides 93,3 1,48 a 13,01 b 8,27 a 0,68 a 

LIS05 + CT02 + F. verticillioides 93,3 1,42 a 11,58 c 7,28 a 0,58 b 

LIS05 + IM14 + F. verticillioides 93,3 1,34 a 13,96 a  6,54 b 0,73 a 

CT02 + IM14 + F. verticillioides 100 1,39 a 12,69 b 7,63 a 0,85 a  
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velezensis LIS05 + B. velezensis IM14 que aumentaram o diâmetro do colmo das plantas em 

relação àquelas tratadas com fungicida e ao controle sem inoculação. 

A inoculação das sementes com F. verticillioides (CFv) não ocasionou diferenças 

significativas na massa seca da parte aérea (MSPA) em relação ao controle sem inoculação (C). 

Porém, quando as sementes foram inoculadas com o fitopatógeno e tratadas com o isolado 

CT02 de forma individual ou quando foram utilizadas todas as combinações de isolados houve 

um aumento significativo da massa seca em relação aos tratamentos que não foram inoculados 

com nenhum isolado bacteriano (C, CFv e MFv). A massa seca das raízes (MSR) de plantas 

que foram inoculadas com P. ottowii LIS04 utilizado de forma isolada ou em combinação com 

B. velezensis CT02 ou IM14 e a combinação de dois isolados de B. velezensis (IM14 + LIS05) 

ou (IM14 + CT02) foram estatisticamente iguais ao tratamento com fungicida Fludioxonil + 

Metalaxyl-M (MFv).  

Nenhum tratamento utilizando os isolados de forma individual ou combinados foram 

favoráveis para o aumento da altura de plantas em relação ao controle inoculado somente com 

F. verticillioides (CFv) ou sem inoculação (C). Reduções na altura das plantas foram 

observadas quando se utilizou o fungicida químico Fludioxonil + Metalaxyl-M (MFv) ou os 

isolados LIS04, LIS05 e CT02 individualmente. 

No geral, os tratamentos contendo os isolados P. ottowii LIS04 e B. velezensis CT02 de 

forma individual ou as combinações de dois isolados de B. velezensis (CT02 + IM14) e (LIS05 

+ IM14); ou combinações de P. ottowii + B. velezensis (LIS04 + CT02) e (LIS04 + IM14) 

apresentaram resultados mais favoráveis  na taxa de germinação das sementes, no diâmetro do 

colmo e no peso seco da planta quando comparados ao controle positivo que foram inoculadas 

com F. verticillioides e não receberam nenhum tratamento (CFv). Esses resultados indicam que 

os tratamentos de sementes com os isolados foram eficazes em minimizar os danos causados 

pela penetração de F. verticillioides nas sementes e raízes das plantas, melhorando os 

parâmetros de crescimento. Estes resultados estão de acordo com aqueles relatados por Einloft 

e colaboradores (2021) que mostraram que o tratamento de sementes com Bacillus de forma 

individual ou combinada e que foram expostas a F. verticillioides apresentaram aumento nos 

parâmetros de crescimento de plantas de milho.  

A mistura de isolados antagonistas compatíveis pode aumentar a capacidade de controle 

dos fitopatógenos e melhoria da produtividade de plantas, o que ocorreria pela combinação de 

microrganismos com diferentes capacidades benéficas, como a produção de diferentes 

metabólitos antifúngicos solúveis e volatéis que podem agir sinergicamente, solubilização de 

fósforo, produção de fitormônios, entre outros (Kalantari et al., 2018). Os resultados obtidos 
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nesse estudo revelaram que os três isolados selecionados do gênero Bacilllus CT02, IM14 e 

LIS05 e o isolado de P. ottowii LIS04 apresentam diferentes características de promoção de 

crescimento e de biocontrole, e que a inoculação dessas bactérias de forma combinada nas 

sementes foi benéfica. Como os experimentos de compatibilidade revelaram que esses isolados 

não se inibem mutuamente, é provável que os resultados aprimorados sejam devidos ao efeito 

sinérgico. A aplicação dessas bactérias é uma abordagem promissora para o biocontrole de F. 

verticillioiides e melhoria da produtividade do milho. Porém, mais estudos são necessários para 

confirmar nossas descobertas em condições de campo.  

 

5.9.2 Combinação entre bactérias e fungicida químico 

 

Os parâmetros de germinação e crescimento de plantas de milho obtidas a partir de 

sementes infectadas com F. verticillioides e tratadas com as bactérias de forma individual ou 

combinadas com o fungicida químico Fludioxonil + Metalaxyl-M estão expressos na Tabela 

21. A taxa de germinação das sementes inoculadas com F. verticillioides e tratadas com os 

isolados P. ottowii LIS04, B. velezensis CT02 e P. aeruginosa IPR45 aplicados de forma isolada 

e sem fungicida químico (SFM) foi de 100%, sendo igual a taxa de germinação do controle sem 

inoculação do fitopatógeno e das sementes inoculadas com F. verticillioides e tratadas com 

fungicida comercial (CFM). Para esses isolados, a aplicação conjunta com o fungicida afetou 

de forma negativa a taxa de germinação. Por outro lado, foi observado efeito positivo da 

combinação com o fungicida comercial (CFM) para isolados LIS05 e IM14; as taxas de 

germinação aumentaram de 93,3% e 86,7% para 100% e 93,3% respectivamente.  

.  

Tabela 21 - Parâmetros de germinação e de crescimento de plantas de milho após 30 dias de 

tratamento das sementes com os isolados individuais ou em combinação com o fungicida 

Fludioxonil + Metalaxyl-M. 

 

Fv = Fusarium verticillioides; CFM = com fungicida Fludioxonil + Metalaxyl-M; SFM = sem fungicida 

Fludioxonil + Metalaxyl-M; TG = Taxa de germinação das sementes; MSPA = massa seca da parte aérea e MSR 

= massa seca do sistema radicular. Os dados são médias das amostras analisadas em triplicata. Letras minúsculas 

 TG Altura (cm) Diâmetro  MSPA MSR 

Tratamento SFM CFM SFM CFM SFM CFM SFM CFM SFM CFM 

Controle  100,0 100,0 1,29 aA 1,29 aA 11,97 Aa 11,97 cA 5,33 Aa 5,33 bA 0,58 aA  0,58 cA 

Fv   86,7 100,0 1,34 aA 1,14 bB   9,39 cB 11,94 cA 4,45 Aa 5,29 bA 0,40 aA 0,73 cA 

LIS04 + Fv 100,0   80,0 1,21 aB 1,40 aA 11,43 bA 11,62 cA 5,37 aA 5,96 bA  0,81 aA 0,33 dB 

LIS05 + Fv   93,3 100,0 1,29 aA 1,37 aA 12,38 aB 14,66 bA 5,71 Ab 8,44 aA 0,55 aB 1,27 bA 

CT02 + Fv 100,0   93,3 1,23 aA 1,35 aA 13,24 aA 12,92 cA 6,64 Ab 8,56 aA 0,48 aB 1,30 bA 

IM14 + Fv   86,7   93,3 1,35 aA 1,32 aA 11,25 bB 14,82 bA 5,40 aB 7,82 aA 0,61 aA 0,83 cA 

IPR45 + Fv 100,0   93,3 1,33 aA 1,20 bA 13,29 aB 16,55 aA 5,45 Ab 8,79 aA 0,67 aB 1,94 aA 

FPA + Fv   93,3   93,3 

1,39 aA 

1,25 

bA 

11,34 bB 17,52 aA 5,99 Ab 8,41 aA 0,41 aB 1,15 

bA 

Interação  

Bactéria x Fungicida 

 

* 

 

* 

 

* 

 

* 
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diferentes na coluna e letras maiúsculas nas linhas indicam diferenças significativas pelo Teste de Scott Knott a 

5% de probabilidade (p <0,05). *Significativo para valor de p< 0,05. LIS04: Paenibacillus ottowii, LIS05, CT02 

e IM14: Bacillus velezensis e IPR45: Pseudomonas aeruginosa. 

 

A altura de plantas dos tratamentos com os isolados LIS04, LIS05, CT02 e IM14 

associados ao fungicida químico (CFM) foi estatisticamente igual ao controle sem inoculação 

de F. verticillioides e superior à de plantas inoculadas com o fitopatógeno e tratadas somente 

com o fungicida químico.  

A inoculação com F. verticillioides promoveu uma redução de 21,5% no diâmetro do 

colmo das plantas em comparação ao controle sem inoculação. Por sua vez, o diâmetro das 

plantas inoculadas com F. verticillioides e tratadas com os isolados LIS04, IM14 e o filtrado de 

P. aeruginosa (FPA) foram superiores ao diâmetro das plantas na mesma condição, mas que 

não receberam nenhum tratamento. Quando utilizado os isolados LIS05, CT02 e IPR45 sem 

tratamento químico, os diâmetros das plantas foram iguais ao controle sem inoculação de F. 

verticillioides. 

 Nas sementes tratadas com o fungicida Fludioxonil + Metalaxyl-M (CFM), não 

houve diferença estatística no diâmetro das plantas inoculadas ou sem inoculação com F. 

verticillioides. Em combinação com o fungicida, os isolados FPA, IPR45, IM14 e LIS05 

promoveram um aumento de 46%, 38%, 24% e 22% respectivamente no diâmetro das plantas 

em relação àquelas inoculadas com F. verticillioides e tratadas somente com fungicida químico. 

Na interação, combinação dos isolados LIS05, IM14, IPR45 e seu filtrado (FPA) com o 

fungicida químico Fludioxonil + Metalaxyl-M foi mais eficiente que seu uso de forma 

individual. 

Quando foi utilizado o fungicida químico para tratamento das sementes não houve 

diferença significativa na massa seca das plantas (MSPA) inoculadas ou sem inoculação com 

F. verticillioides. A associação do fungicida Fludioxonil + Metalaxyl-M com cinco isolados 

promoveu um aumento na massa seca das plantas em relação àquelas inoculadas com F. 

verticillioides e tratadas somente com fungicida químico e em relação as plantas sem 

inoculação. Incrementos de 66,1%, 61,8%, 59,5%, 58,9% e 47,8% na massa seca das plantas 

foram obtidos, utilizando os isolados IPR45, CT02, LIS05, FPA e IM14 respectivamente, em 

relação as plantas que receberam somente o tratamento químico. Na interação, as combinações 

dos isolados LIS05, CT02, IM14, IPR45 e seu filtrado (FPA) com o fungicida Fludioxonil + 

Metalaxyl-M foram mais eficientes que seu uso de forma individual.  

Nas sementes tratadas com fungicida (CFM) não houve diferença significativa na massa 

seca das raízes (MSR) comparadas com as das plantas inoculadas com F. verticillioides ou 
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daquelas sem inoculação. Quando combinados com fungicida, o isolados IPR45 e seu filtrado 

(FPA) e os isolados CT02 e LIS05 promoveram um aumento na massa seca de raízes de 165%, 

57%, 78% e 74% respectivamente, em relação as plantas cujas sementes foram tratadas somente 

com o fungicida químico. O desenvolvimento de um maior sistema radicular está diretamente 

relacionado à maior eficiência da planta na aquisição de nutrientes e água do solo e sendo assim, 

maior resistência a fitopatógenos de forma indireta.  

Na interação, a combinação dos isolados LIS05, CT02, IPR45 e seu filtrado (FPA) com 

o fungicida Fludioxonil + Metalaxyl-M foi mais eficiente no aumento da massa seca das raízes 

que seu uso de forma individual. Para o isolado LIS04, seu uso de forma individual foi mais 

eficiente que combinado ao fungicida. 

Quando não foi utilizado o fungicida químico (SFM) não houve diferençasignificativa 

na altura, na massa seca de plantas e na massa seca de raízes entre os tratamentos. 

De modo geral, a combinação dos isolados de B. velezensis LIS05, CT02 e IM14, IPR45 

(P. aeruginosa) e seu filtrado (FPA) com o fungicida químico Fludioxonil + Metalaxyl-M 

mostraram efeitos benéficos para as plantas, sendo melhor que seu uso de forma individual. A 

combinação desses métodos pode melhorar o controle de F. verticillioides e promover ganhos 

de produtividade na cultura do milho em campo, conforme Luz (2003). O autor observou efeito 

positivo da combinação de Fludioxonil + Metalaxyl-M com o bioagente Paenibacillus 

macerans na germinação de sementes e no rendimento de grãos de milho em relação à 

testemunha. Como a combinação de agentes de biocontrole e fungicidas pode reduzir a dose do 

composto químico ou a sua frequência de aplicação e melhorar o controle de doenças, eles 

traduzem os princípios do manejo integrado de doenças (MID) na prática (Ons et al., 2020).  

 

5.10 Controle biológico de Fusarium verticillioides em campo 

 

5.10.1 Avaliação do controle de Fusarium verticillioides a partir da inoculação das 

bactérias antagonistas e do fitopatógeno nas sementes  

 

Com base no desempenho em condições de casa de vegetação, três isolados de B. 

velezensis CT02, IM14, LIS05, um isolado de P. ottowii LIS04 e um isolado de P. aeruginosa 

IPR45 foram selecionadas para serem testadas em condições de campo. Tratamentos contendo 

isolados individuais, combinação de dois isolados ou combinações de isolados com fungicidas 

foram testados e apresentaram resultados significativos (p < 0,05) na produtividade do milho.  
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A inoculação das sementes com F. verticillioides ocasionou uma redução significativa 

de 11,7% na produtividade do milho em relação às plantas que não foram inoculadas Oito 

tratamentos, incluindo o filtrado de P. aeruginosa (FPA), as bactérias CT02 e IM14 utilizadas 

de forma individual ou em combinação, a combinação LIS04 + IM14 e as combinações dos 

isolados LIS05, IPR45 e CT02 com o fungicida de Fludioxonil + Metalaxyl-M, foram eficientes 

para evitar que perdas na produtividade acontecessem devido a inoculação de F. verticillioides 

(Tabela 22). 

De modo geral, a maior produtividade foi obtida nas plantas tratadas com a combinação 

dos isolados CT02 + IM14, ocorrendo um incremento significativo de 11,08% em relação ao 

controle inoculado somente com F. verticillioides (Tabela 22). Os mesmos isolados, quando 

utilizados de forma individual, resultaram em aumentos na produtividade de 7,90% para CT02 

e de 5,03% para IM14. O uso combinado de P. ottowii LIS04 com B. velezensis IM14, além do 

filtrado de P. aeruginosa (FPA), também resultaram em aumentos significativos da 

produtividade em comparação ao milho inoculado com o fitopatógeno que não recebeu 

tratamento bacteriano ou que recebeu apenas o tratamento químico. 

Combinações das bactérias com de Fludioxonil + Metalaxyl-M também foram 

favoráveis para o aumento significativo (p < 0,05) da produtividade do milho quando 

comparado com o milho inoculado com F. verticiillioides e sem tratamento bacteriano. As 

combinações dos isolados LIS05, IPR45 e CT02 com o fungicida químico promoveram 

aumentos de 9,69%, 8,91% e 2,04%, respectivamente, em comparação ao controle não tratado. 

A produtividade foi significativamente superior ao efeito obtido com o uso individual do 

produto químico. Nesses casos, ocorreram incrementos de 12,74%, 11,93% e 4,87% pelos 

isolados LIS05, IPR45 e CT02, respectivamente, quando associadas com o fungicida químico. 

Os demais tratamentos não foram eficientes em reduzir a perda de produtividade 

ocasionada pela inoculação de F. verticillioides nas sementes, apresentando resultados iguais 

ao do controle inoculado com o fitopatógeno e que não recebeu tratamento bacteriano. 
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Tabela 22 - Produtividade de milho híbrido BRS Caimbé inoculado com os agentes 

antagonistas de forma individual, combinados entre si ou em associação com fungicida químico 

nas sementes após 180 dias de cultivo em condições de campo.   

 

Tratamentos Produtividade (kg ha−1) 

Controle não inoculado 7134,18 a 

Controle + F. verticillioides 6296,74 b 

CT02 + F. verticillioides 6794,49 a 

FPA + F. verticillioides 6694,04 a 

IM14 + F. verticillioides 6613,52 a 

IPR45 + F. verticillioides 6200,38 b 

LIS04 + F. verticillioides 5898,75 b 

LIS05 + F. verticillioides 5441,40 b 

CT02 + IM14 + F. verticillioides 6995,02 a 

LIS04 + IM14 + F. verticillioides 6783,44 a 

LIS04 + CT02 + F. verticillioides 6296,92 b 

LIS05 + IM14 + F. verticillioides 5956,82 b 

Fludioxonil + Metalaxyl-M + F. verticillioides 6126,61 b 

LIS05 + Fludioxonil + Metalaxyl-M + F. verticillioides 6907,26 a 

IPR45 + Fludioxonil + Metalaxyl-M + F. verticillioides 6858,02 a 

CT02 + Fludioxonil + Metalaxyl-M + F. verticillioides 6425,29 a 

IM14 + Fludioxonil + Metalaxyl-M + F. verticillioides 6181,89 b 

FPA + Fludioxonil + Metalaxyl-M + F. verticillioides 5559,85 b 
Médias seguidas pelas mesmas letras indicam diferenças não significativas entre os tratamentos pelo teste de Tukey 

(p < 0,05). LIS04: Paenibacillus ottowii, LIS05, CT02 e IM14: Bacillus velezensis e IPR45: Pseudomonas 

aeruginosa. 

 

O tratamento biológico em sementes (bacterização) é uma forma de introduzir os 

agentes bacterianos no sistema solo-planta e tem sido amplamente utilizado para o controle 

biológico de patógenos de plantas do solo (Cavaglieri et al., 2005; Correa et al., 2009).  Dessa 

forma, testamos o tratamento de sementes com cinco isolados que foram capazes de inibir o 

crescimento de F. verticillioides in vitro para avaliar sua atividade em campo. Nossos resultados 

sugerem que tratamentos utilizando bactérias de forma individual, combinação de duas 

bactérias e combinação de bactérias com fungicida Fludioxonil + Metalaxyl-M foram benéficos 

para evitar perdas de produtividade do milho infectado com F. verticillioides. A eficácia do 

tratamento de sementes com agentes antagonistas também foi relatada em muitos outros 

estudos. Inoculação de Bacillus cereus B25 nas sementes aumentou o rendimento de grãos e 

reduziu incidência e gravidade da podridão do colmo e da espiga, bem como a contaminação 

por fumonisinas de F. verticillioides (Lizárraga-Sánchez). Pereira e colaboradores (2010) 

verificaram melhor controle da contaminação por F. verticillioides no milho através da 

bacterização de sementes, em comparação com a pulverização direta das mesmas bactérias nas 

espigas de milho.  
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5.10.2 Avaliação do controle de Fusarium verticillioides a partir da inoculação do 

fitopatógeno no colmo do milho  

 

A podridão-do-colmo foi medida em porcentagem da severidade de acordo com a escala 

de Nicoli et al. (2015) após 30 dias da inoculação com F. verticillioides, tempo necessário para 

ocorrer a infecção pelo fitopatógeno. Foram avaliadas lesões de coloração marrom 

característica da podridão causada por F. verticillioides (Figura 14). A Tabela 23 mostra a 

severidade da doença observada em cada tratamento e o efeito dos isolados no percentual de 

redução da podridão-do-colmo. Os resultados mostraram que tanto os isolados utilizados de 

forma individual quanto as combinações dos isolados foram eficientes na redução da podridão 

do colmo em relação ao controle, onde as plantas não receberam nenhum tratamento visando 

controle do patógeno. 

 

Tabela 23 - Efeito do tratamento de sementes com os isolados bacterianos na redução da 

severidade da podridão-do-colmo após a inoculação de Fusarium verticillioides em campo. 

 

                  Tratamentos  Severidade da Redução da  
 doença (%) podridão (%) 

Controle não inoculado 10,4 a _ 

Controle inoculado com F. verticillioides 47,9 d 0,00 

Controle Fludioxonil + Metalaxyl-M + F. verticillioides 31,3 c 34,65 

P. ottowii (LIS04) + F. verticillioides 22,9 b 52,19 

B. velezensis (CT02) + F. verticillioides 31,3 c 34,65 

B. velezensis (LIS05) + F. verticillioides 31,3 c 34,65 

B. velezensis (IM14) + F. verticillioides 22,9 b 52,19 

P. aeruginosa (IPR45) + F. verticillioides 27,1 c 43,42 

Filtrado de P. aeruginosa (FPA) + F. verticillioides 31,3 c 34,65 

CT02 + IM14 + F. verticillioides 22,9 b 52,19 

LIS04 + CT02 + F. verticillioides 31,3 c 34,65 

LIS05 + IM14 + F. verticillioides 31,3 c 34,65 

LIS04 + IM14 + F. verticillioides 18,8 b 60,75 
*Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. 
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Figura 14 - Efeito da inoculação dos isolados na redução da podridão-do-colmo causada por 

Fusarium verticillioides em milho. 

 

 
 (A) Paenibacillus ottowii LIS04 + Bacillus velezensis IM14 + F. verticillioides (B) Controle + F. verticillioides 
 

A severidade da doença diminuiu significativamente (p < 0,05) em todos os tratamentos 

com uso de isolados antagonistas. Os melhores resultados foram obtidos quando se utilizou os 

isolados P. ottowii LIS04 e B. velezensis IM14 de forma individual ou em combinação, além 

da combinação de dois isolados de B. velezensis (CT02 + IM14). Nesses tratamentos, as 

reduções da podridão do colmo foi de 52,1% e 60,75% em relação as plantas infectadas com F. 

verticillioides e não submetidas a quaisquer tipos de tratamento químico ou biológico. Cheng e 

colaboradores (2019) testaram Bacillus methylotrophicus TA-1 para reduzir a podridão do 

colmo do milho e obtiveram supressão da doença em 86,8% em casa de vegetação. No campo, 

a bacterização de sementes com TA-1 não sé reduziu a incidência de podridão do colmo do 

milho, como também aumentou a altura, o diâmetro do colmo e o rendimento dos grãos. Cepa 

de B. cereus B25 também foi efetiva para reduzir significativamente a incidência da podridão 

do colmo causada por F. verticillioides no milho, conforme relatado por Figueroa-López e 

colaboradores (2016). 

A produtividade anual do milho é significativamente reduzida devido a podridão do 

colmo causada especialmente por F. verticillioides. Nesse estudo selecionamos com sucesso 

espécies de Bacillus, Pseudomonas e Paenibacillus com atividades inibitórias significativas 

para F. verticilloides. Esses resultados são promissores uma vez que não há híbridos resistentes 

ou tolerantes contra esta doença e a aplicação de nenhum produto químico é viável nesses casos 

(Kenganal et al., 2017). A maior redução da podridão do colmo foi obtida pela combinação dos 

isolados de P. ottowii LIS04 + B. velezensis IM14, que pode ter ocorrido devido ao efeito 

A B 
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sinérgico contra F. verticillioides. Esses isolados tem a capacidade de produzir uma vasta gama 

de metbólitos antifúngicos distintos, uma vez que se trata de duas espécies diferentes, conforme 

foi demonstrado pela análise do genoma e dados de UPLC-MS. Além disso, os metabólitos 

secundários produzidos por B. velezensis como fengicina, surfactina, micosubtilina, 

bacillomicina D, bacilisina macrolactina e os compostos orgânicos voláteis 2,3-butanodiol, 

metanotiol e isopreno produzidos por P. ottowii podem ativar a resposta de defesa da 

planta. Assim, esses efeitos cooperativos resultaram da combinação de diferentes mecanismos 

de ação que possivelmente potencializaram o efeito na redução da podridão do colmo por F. 

verticillioides. 

 

5.11 Promoção de crescimento vegetal pelas bactérias antagonistas 

 

5.11.1 Caracterização dos isolados quanto a produção de fatores de promoção de 

crescimento vegetal in vitro   

 

Microrganismos com atividade simultânea de biocontrole e promoção de crescimento 

vegetal são considerados de grande importância no desenvolvimento de novos 

bioprodutos.  Espécies de Bacillus, Pseudomonas e Paenibacillus produzem uma variedade de 

compostos envolvidos no biocontrole de fitopatógenos e na promoção do crescimento vegetal, 

o que os tornam candidatos para a maioria das aplicações agrícolas e biotecnológicas. A 

capacidade de produzir ácido indolacético (AIA), fixar nitrogênio, produzir amônia e 

exopolissacarídeos (EPS), formar biofilme e solubilizar e mineralizar P, a partir de formas 

pouco disponíveis de fósforo orgânico e inorgânico, são algumas das características desejáveis 

dos microrganismos antagonistas para que atuem também como promotores de crescimento de 

plantas (MPCP). Assim, todos os cinco isolados antagonistas de F. verticillioides foram 

testados quanto a esses parâmetros. Os resultados estão expressos na Tabela 24 e mostram que 

todos os isolados apresentaram pelo menos quatro das seis características de promoção do 

crescimento de plantas avaliadas, sendo elas produção de ácido 3-indol-acético (AIA), 

solubilização de fosfatos, produção de amônia, produção de EPS e formação de biofilme.  
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Tabela 24 - Caracterização dos isolados quanto aos parâmetros relacionados à promoção de 

crescimento de plantas. 

1 Índice de solubilização e mineralização de P em meio de cultura Fitato e NBRIP, contendo fósforo orgânico e 

inorgânico, respectivamente. 2 Grau de reação para a produção de amônia com base na coloração do caldo com 

reagente de Nessler: + cor amarela fraca e pequena produção, ++ cor amarela escura e quantidade média de 

produção, +++ cor marrom escuro e quantidade máxima de produção de amônia, - indica ausência de produção. 
3Fortemente formadora de biofilme (+++), Moderadamente formadora de biofilme (++). Fracamente formadora 

de biofilme (+).  

 

Figura 15 - Exemplos de detecção in vitro dos parâmetros de promoção de crescimento de 

plantas pelos isolados. 

 

 
(A) Fixação de nitrogênio (a) controle negativo, (b) meio inoculado com o isolado IM14, (c e d) formação de película na 

superfície nos controles positivos indicada pela seta. (B) Mineralização de fosfato pela formação de halo claro ao redor das 

colônias em meio com fósforo orgânico e (C) Solubilização em meio inorgânico. (D) Produção de preciptado em etanol 

absoluto e (E) formação de material cremoso envolvendo a colõnia: indicativos da produção de EPS. (F) Produção de amônia 

e (G) Produção de biofilme pelos isolados: os poços superiores contêm o controle negativo e os inferiores contêm os isolados. 

LIS04: Paenibacillus ottowii, LIS05, CT02 e IM14: Bacillus velezensis e IPR45: Pseudomonas aeruginosa 

 

 

Todos os cinco isolados foram positivos para a produção de AIA em meio líquido, com 

valores médios variando entre 2 a 5 μg.mL−1 na presença de DL-triptofano como precursor, 

sendo o isolado B. velezensis LIS05 o maior produtor desse hormônio com média de 5,174 

μg.mL−1. Essa variação na produção de AIA foi anteriormente relatada entre isolados da mesma 

espécie, e pode ser influenciada por condições da cultura, estágio de crescimento e 

disponibilidade de substrato (Herrera-Quiterio et al., 2020). Ao ser produzido pelos 

microrganismos promotores de crescimento de plantas, o fitohormônio AIA estimula o 

desenvolvimento das raízes das plantas, especialmente as secundárias, aumentando assim a 

Isolado Produção de AIA 

(µg.ml-1) 

Fixação 

de N 

 IS de fósforo1 

Fitato NBRIP 

Produção  

de NH3
2 

Formação  

de biofilme3
 

Produção  

de EPS 

LIS04  2,601  - 1,0 1,0 - + + 

LIS05 5,174  - 0,8 0,3 +++ +++ + 

CT02 2,666  - 0,7 0,2 +++ +++ + 

IPR45 2,419  - 4,7 4,1 +++ ++ + 

IM14 3,204  - 1,1 0,2 +++ +++ + 

A 

B C 

D 

E 

F G 
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absorção de água e nutrientes, o que consequentemente promove maior crescimento e 

rendimento das plantas (Wagi & Ahmed, 2019). 

Dos cinco isolados avaliados, todos apresentaram potencial solubilizador e 

mineralizador de fósforo comprovado pela formação de halo transparente nos meios contendo 

fitato de sódio e fosfato tri-cálcio (NBRIP), que são fonte de P orgânico e inorgânico 

respectivamente. Em geral a eficiência de solubilização pelos isolados foi baixa (IS < 2) exceto 

por P. aeruginosa IPR45 que foi capaz tanto de solubilizar quanto de mineralizar fosfatos com 

alta eficiência (IS < 4) (Figuras 15B e 15C). Alta solubilização de fósforo por bactérias da 

espécie P. aeruginosa em meio contendo fosfato tricálcico também foi encontrado por Sharma 

et al. (2017), que associou a produção de ácidos orgânicos como um importante mecanismo na 

solubilização da fonte de P do meio. O fósforo (P) é um nutriente altamente encontrado nos 

solos; no entanto, se liga facilmente a outros elementos, como ferro, alumínio e cálcio, 

dependendo do pH e da mineralogia do solo, se tornando indisponível para a absorção pelas 

plantas (Kalayu, 2019; de Amaral et al., 2020). Microrganismos solubilizadores de fosfatos 

(MSF) desempenham um papel importante na conversão de P indisponível (P orgânico e P 

inorgânico) em P disponível. Os MSF secretam ácido orgânico para dissolver fosfato 

inorgânico, enquanto os microrganismos mineralizadores secretam fosfatases para mineralizar 

enzimaticamente o fósforo orgânico (Chen & Liu, 2019). Esse efeito aumenta a disponibilidade 

de fósforo para as plantas, melhorando o crescimento e o rendimento vegetal (Billah et al., 

2019). 

Todos os isolados de B. velezensis LIS05, CT02 e IM14 e o isolado de P. aeruginosa 

IPR45 apresentaram máxima produção de amônia, indicada pela cor marrom nos poços (Figura 

15F). Somente o isolado de P. ottowii LIS04 não mostrou produção de amônia em testes in 

vitro como também ocorreu em um estudo de Kavamura et al. (2013). A produção de amônia é 

uma característica importante dos microrganismos antagonistas e promotores de crescimento 

vegetal. Se os microrganismos produzem quantidade de amônia que excede seus próprios 

requisitos, como geralmente é o caso, o excedente é excretado no ambiente e fornece nitrogênio 

para a planta hospedeira promovendo o alongamento das raízes e produção de biomassa 

(Marques et al., 2010).  

Nenhum dos isolados foi positivo para fixação de nitrogênio, mesmo que tenha ocorrido 

uma alteração de cor de verde para azul no meio semi-sólido em alguns casos, nenhuma 

formação de película foi observada quando comparados com o controle positivo (Figura 15A). 

Crescimento em meio semi-sólido livre de nitrogênio com formação de película perto da 

superfície é a primeira indicação de que as bactérias possam ser diazotróficas (Silva et al., 
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2016). Embora os isolados de Bacillus, Paenibacillus e Pseudomonas testados aqui não tenham 

apresentado resultado positivo utilizando essa técnica de seleção inicial, outros autores relatam 

a capacidade de fixação de nitrogênio por esses gêneros por meio da identificação da presença 

do gene nifH nos seus genomas.  Liu et al. (2019) identificaram o gene em isolados de 

Paenibacillus sp. isoladas de rizosfera e Yousuf et al. (2017) em diferentes espécies de Bacillus 

pela detecção do gene nifH e atividade da enzima nitrogenase. Nesse estudo, foi feito o 

sequenciamento do genoma completo das bactérias selecionadas e os genes relacionados a 

promoção de crescimento vegetal, incluindo o gene nifH, serão investigados em uma próxima 

etapa desse trabalho. 

A produção de exopolissacarídeos (EPS) e a formação de biofilme foram características 

comuns para todos os isolados testados. Os EPS têm sido associados à adesão inicial de 

micróbios, que é a etapa principal para a formação de biofilme (Haggag, 2010). Dos cinco 

isolados testados, três (LIS05, CT02 e IM14) foram classificados como fortemente formadores 

de biofilme, sendo todos esses isolados pertencentes a espécie B. velezensis (Figura 15G).  

Para o desenvolvimento de um bioproduto, é importante que os microrganismos 

selecionados apresentem capacidade de sobrevivência no ambiente a ser inserido e capacidade 

de colonizar a raiz e planta. A aderência bacteriana à raiz depende de uma série de fatores, 

incluindo a produção de polissacarídeos extracelulares (EPS), seguido pela formação de 

biofilme (Bogino et al., 2013). Nesse estudo, todos os isolados foram capazes de produzir EPS 

e formar biofilme in vitro. Muitos microrganismos promotores de crescimento de plantas 

secretam substâncias poliméricas extracelulares ou exopolissacarídeos (EPS). Os EPS são 

compostos diversos que apresentam múltiplas funções a depender da sua composição e 

estrutura. Os EPS microbianos facilitam a adesão dos microrganismos às superfícies das raízes 

das plantas e partículas do solo (Morcillo & Manzanera, 2021) epodem aumentar a agregação 

de partículas do solo e beneficiar as plantas, mantendo a umidade do ambiente e retendo 

nutrientes, além de proteger o ambiente contra o ressecamento e flutuações no potencial hídrico 

(Costa et al., 2018).  

A formação de biofilme em torno das plantas hospedeiras é uma característica 

importante que tem sido associada à capacidade de colonização dos microrganismos  (Li et 

al. 2013), além de funcionar como uma ferramenta de proteção contra condições ambientais 

hostis (Junaid & Khan, 2018). Em um ambiente onde os microrganismos enfrentam uma intensa 

competição, a capacidade de formar biofilme é uma característica essencial a ser considerada 

na escolha dos agentes a serem usados. Além de melhorar a colonização e a sobrevivência, a 

organização das comunidades microbianas em biofilmes também pode conduzir a importantes 

https://link.springer.com/article/10.1007/s00253-019-10162-0#ref-CR24
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mecanismos de biocontrole (Pandin, 2017; Pedraza et al., 2020). De fato, alguns mecanismos 

de controle empregados pelos antagonistas, como a síntese de compostos antimicrobianos e o 

sequestro de nutrientes estão diretamente relacionados a disputa por espaço e nutrientes (Molina 

et al., 2003).  Bais e colaboradores (2004) associaram a atividade de biocontrole de B. subtilis 

contra o patógeno Pseudomonas syringae à capacidade de formação de biofilme e à produção 

de surfactina. Após a colonização das raízes, B. subtilis forma um biofilme estável e extenso e 

secreta surfactina, que atua em conjunto para proteger as plantas contra infecções por bactérias 

patogênicas. Esse efeito foi comprovado por Chen et al. (2013), que mostraram que a mutação 

de três genes relacionados a formação de biofilme resultou na falha na produção de surfactina 

e, portanto, na formação de biofilme, colonização radicular e controle da doença causada por R. 

solanacearum em tomateiro. Pseudomonas, outro gênero de agentes de biocontrole, utiliza a 

formação de biofilme como uma estratégia para eliminar concorrentes da rizosfera. Por 

exemplo, ao colonizar as raízes de plantas, o fitopatógeno Phytophthora parasítica produz 

exsudatos que estimulam o crescimento da bactéria antagonista Pseudomonas putida, essa por 

sua vez, forma um biofilme protetor e impede um novo crescimento de P. parasítica (Ahn et 

al., 2007). 

 

5.11.2 Promoção de crescimento de milho em casa de vegetação 

 

A seleção das bactérias candidatas a bioinoculantes para as plantas tem sido realizada 

por meio de testes in vitro em condições laboratoriais. Contudo, a reprodutibilidade dos 

resultados nos testes de laboratório nos sistemas solo-planta ainda é uma dificuldade a ser 

superada, visto que a eficiência da inoculação varia de acordo com o tipo de solo, cultivar e 

fatores ambientais (Calvo et al., 2014). Assim, as bactérias selecionadas e testadas para a 

promoção de crescimento vegetal in vitro foram utilizadas para tratamento de sementes afim de 

avaliar o efeito de promoção de crescimento em plantas de milho. Os resultados desse teste 

estão expressos na Tabela 25. 

A avaliação em casa de vegetação, mostrou que as plantas as quais as sementes foram 

tratadas com a combinação dos dois isolados de B. vellezensis CT02 e IM14 apresentaram os 

melhores resultados (Figura 16). Foi observado aumento significativo (P<0,05) de todos os 

parâmetros avaliados, sendo eles: altura das plantas (18,1%), diâmetro do colmo (15,1%), 

massa seca da parte aérea MSPA (44%), massa seca de raízes MSR (72,4%) e massa seca total 

(46,8%). O isolado de B. velezensis IM14 utilizado para tratar as sementes de forma individual 

também se destacou na promoção do crescimento do milho aumentando significativamente 

https://europepmc.org/article/med/28205337#mbt212693-bib-0005
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(P<0,05) quatro dos cinco parâmetros de crescimento vegetal avaliados. Sendo eles: diâmetro 

do colmo (13,6%), massa seca da parte aérea MSPA (54,2%), massa seca de raízes MSR 

(77,5%) e massa seca total (56,6%). Foi observado ainda aumento significativo da altura de 

plantas (16,6%), da massa seca da parte aérea MSPA (35,2%) e massa seca total MST (30,7%) 

nas inoculadas com a combinação de dois isolados de B. velezensis (LIS05 + CT02).  

 Bacillus velezensis além de um importante agente de controle biológico tem sido citado 

em vários estudos como um eficiente promotor de crescimento vegetal (Meng et al., 2016; Fan 

et al., 2018). Resultados semelhantes foram encontrados em um trabalho de Liu e colaboradores 

(2018), em que a mistura de dois isolados de B. velezensis aumentou significativamente 13 de 

15 parâmetros relacionados ao crescimento vegetal na presença de patógenos, enquanto os 

isolados individuais AP197, AP298 e o controle positivo aumentaram 8, 6 e 4 parâmetros de 

crescimento, respectivamente. Espécies de Bacillus promovem o crescimento de plantas pela 

produção de AIA, fixação de N, solubilização de fosfatos, produção de amônia e formação de 

biofilme (Hwangbo et al., 2016; Meng et al., 2016; Kim et al., 2017b). Nesse trabalho, os testes 

in vitro mostraram que os isolados de Bacillus sp. IM14, CT02 e LIS05 foram positivos para 

cinco das seis características de promoção de crescimento vegetal avaliadas, sendo elas 

produção de AIA, solubilização de P, formação de biofilme, produção de amônia e EPS. 

Foi observado aumento significativo (P<0,05) do diâmetro do colmo (22,3%), das 

matérias secas da parte aérea MSPA (48,7%) e massa seca total MST (43,6%) nas plantas 

inoculadas com P. aeruginosa IPR45. Nesse trabalho, esse isolado foi testado nos experimentos 

de casa de vegetação somente de forma individual por não ter apresentado compatibilidade com 

os outros isolados em testes realizados anteriormente. P. aeruginosa é uma bactéria gram-

negativa, móvel e ubíqua, amplamente encontrada na rizosfera e que tem potenciais aplicações 

práticas em sistemas agrícolas (Chandra et al., 2020). Seu potencial como promotora de 

crescimento de plantas, agente de biorremediação e agente de controle biológico vem sendo 

descrito ao longo dos anos. Várias cepas de P. aeruginosa estão envolvidas na promoção do 

crescimento de plantas (Roychowdhury et al., 2019; Ghadamgahi et al., 2022). Nos testes in 

vitro, P. aeruginosa IPR45 foi o único isolado capaz tanto de solubilizar quanto de mineralizar 

fosfatos com alta eficiência (IS < 4). O fósforo (P) é um dos elementos mais essenciais para o 

crescimento das plantas, porém sua disponibilidade nos solos é limitada devido à sua rápida 

fixação seguida pela produção de óxidos como hidróxido de cálcio [Ca (OH)2], hidróxido de 

alumínio [Al (OH)3] e hidróxido ferroso [Fe (OH)2] (Sah et al., 2021). Alguns microrganismos 

conhecidos como solubilizadores de fosfato têm a capacidade de converter fósforo insolúvel 

em solúvel tornando-o disponível para as plantas (Mahidi et al., 2011). Em um trabalho de 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2019.02889/full#B29
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Roychowdhury e colaboradores (2019), sementes que foram inoculadas com P. aeruginosa 

após 30 dias da semeadura, apresentaram aumento do peso úmido (até 140%), peso seco (até 

88%), comprimento da raiz (até 25%) e comprimento do colmo (até 14%) em relação aos 

controles não inoculados.  

 

Tabela 25 – Dados de promoção de crescimento de milho obtidos após tratamento das sementes 

com os isolados bacterianos individuais ou em combinação. 

 

Os dados são médias de nove amostras analisadas em triplicata. Letras diferentes na coluna indicam diferenças 

significativas entre os tratamentos pelo Teste de Scott Knott a 5% de probabilidade (p <0,05). TG = Taxa de 

germinação das sementes, MSPA = massa seca da parte aérea e MSR = massa seca do sistema radicular. 

 

 

Figura 16 - Avaliação da promoção de crescimento do milho pelos isolados em casa de 

vegetação. 

 
(A) Controle. (B) Plantas cujas sementes foram tratadas com a combinação de dois isolados de Bacillus velezensis 

(CT02 + IM14). 

 
 

TRATAMENTOS Altura 

(cm) 

Diâmetro 

(cm) 

MSPA 

(g) 

MSR 

(g) 

MST 

(g) 

Controle (C) 1,32 b 11,97 b 5,33 b 0,58 b 5,91 b 

LIS04 (P. ottowii) 1,27 b 11,99 b 5,15 b 0,49 b 5,64 b 

LIS05 (B. velezensis) 1,27 b 12,68 b 5,86 b 0,49 b 6,35 b 

CT02 (B. velezensis) 1,15 b 12,57 b 5,24 b 0,50 b 5,74 b 

IM14 (B. velezensis) 1,35 b 13,60 a 8,22 a 1,03 a 9,26 a 

IPR45 (P. aeruginosa) 1,36 b 14,64 a 7,93 a 0,56 b 8,49 a 

FPA (Filtrado de P. aeruginosa) 1,26 b 10.77 b 4,54 b 0,20 b 4,74 b 

P. ottowii + Bacillus sp. (LIS04 + LIS05) 1,27 b 11,44 b 4,12 b 0,36 b 4,49 b 

P. ottowii + B. velezensis (LIS04 + CT02) 1,39 b 11,18 b 5,51 b 0,44 b 5,96 b 

P. ottowii + B. velezensis (LIS04 + IM14) 1,30 b 11,64 b 5,69 b 0,41 b 6,11 b 

B. velezensis  + B. velezensis (LIS05 + CT02) 1,54 a 12,07 b 7,21 a 0,51 b 7,73 a 

B. velezensis + B. velezensis (LIS05 + IM14) 1,28 b 11,47 b 4,82 b  0,47 b 5,30 b 

B. velezensis + B. velezensis (CT02 + IM14)  1,56 a 13,78 a 7,68 a 1,00 a 8,68 a 
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Microrganismos têm sido utilizados na agricultura como biofertilizantes e agentes de 

biocontrole para melhorar o crescimento das plantas e controlar o crescimento de fitopatógenos 

(Naphade & Hussain, 2014). O uso desses microrganismos com efeitos benéficos múltiplos no 

desenvolvimento de bioprodutos representam uma alternativa aos pesticidas e fertilizantes 

sintéticos na busca de uma agricultura mais sustentável (Silva et al., 2022). Sabe-se que em 

uma condição natural, a promoção de crescimento de plantas e a atividade de biocontrole no 

meio ambiente é oriunda de um efeito conjunto de características presentes em várias bactérias 

simbióticas (Richard, 2019). Dessa forma, a escolha de bactérias com diferentes habilidades se 

torna importante a fim de fornecer um consórcio bacteriano que se assemelhe com a microbiota 

natural (Kavamura et al., 2013).  

Espécies de Bacillus e Paenibacillus, além de P. aeruginosa são bem conhecidas como 

promotoras de crescimento vegetal além de antagonistas de diferentes patógenos de plantas (Liu 

et al., 2008; Santoyo et al., 2012; Liu et al., 2019a; Liu et al., 2019b). Nesse trabalho, isolados 

dessas espécies (LIS05, CT02 e IM14, LIS04 e IPR45, respectivamente), que foram 

anteriormente selecionados como antagonistas a F. verticillioides (Diniz et al., 2021), também 

foram testados quanto as características de promoção de crescimento in vitro e promoção de 

crescimento de milho em casa de vegetação, de forma individual ou em combinação. 

As bactérias promotoras de crescimento vegetal auxiliam no desenvolvimento das 

plantas por meio de três mecanismos primários: fitoestimulação, biofertilização e biocontrole 

(Liu et al., 2017). A fitoestimulação aumenta o crescimento das plantas por meio da produção 

direta de fitohormônios, como o ácido indol-3-acético (AIA). A biofertilização ocorre através 

da solubilização e assimilação de nutrientes como fósforo e nitrogênio que não estão 

prontamente disponíveis para as plantas no solo. O biocontrole é um mecanismo indireto de 

promoção do crescimento vegetal no qual os microrganismos protegem as plantas contra 

patógenos através da produção de metabólitos secundários bioativos ou por competição por 

nutrientes (Faria et al., 2021). 

A formulação de misturas de microrganismos benéficos é uma estratégia para abordar 

múltiplos modos de ação na promoção de crescimento vegetal e biocontrole de múltiplos 

patógenos (Jetiyanon e Kloepper 2002). Microrganismos com diferentes efeitos positivos para 

as plantas utilizados em mistura podem aprimor os resultados devidos ao efeito sinérgico (Silva 

et al., 2022). Mecanismos de promoção de crescimento de plantas combinados com aqueles 

relacionados ao controle de fitopátogenos são de grande importância na escolha de cepas a 

serem utilizadas no desenvolvimento de um inoculante multifuncional. O uso de 

microrganismos com múltiplos benéficos em sistemas de cultivo pode levar ao aumento de 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501320304687#bib0160
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/solubilization
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/secondary-metabolite
https://apsjournals.apsnet.org/doi/10.1094/PDIS-04-17-0478-RE?url_ver=Z39.88-2003&rfr_id=ori:rid:crossref.org&rfr_dat=cr_pub%20%200pubmed#b26
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produtividade, reduzir os custos de produção, aumentar a segurança alimentar e reduzir o uso 

de agroquímicos, contribuindo para uma agricultura mais sustentável (Rezende et al., 2021).  

Os resultados obtidos mostraram que não há dúvidas quanto à eficácia dos isolados 

IM14 e IPR45 utilizados de forma individual ou as combinações IM14 + CT02 e CT02 + LIS05 

para melhorar o desenvolvimento de plantas de milho em condições de casa de vegetação. Neste 

caso, o aumento da produtividade pode ser explicado pelos mecanismos de promoção de 

crescimento aqui validados em bancada e em casa de vegetação, aumentando o crescimento da 

planta de milho por mecanismos hormonais, nutricionais e pela melhor colonização das raízes, 

além do maior antagonismo ao patógeno.  

Os isolados testados apresentaram potencial de promoção de crescimento e atividade 

antifúngica de amplo espectro contra fungos fitopatogênicos, que foram detectados nesse 

trabalho e em trabalhos anteriores (Diniz et al., 2021, 2022). Esses resultados abrem 

perspectivas para a utilização desses isolados como inoculantes para aumentar a fertilidade do 

solo, o crescimento e a proteção de plantas. 

 

6 CONCLUSÕES  

 

 Isolados de Bacillus sp., Paenibacillus sp. e P. aeruginosa inibiram F. verticillioides e 

outros patógenos do milho (M. phaseolina, Stenorcapella sp., F. graminearum, C. graminicola 

e Bipolaris sp.) em testes in vitro. 

 

 O sequenciamento genômico revelou que os isolados LIS05, IM14 e CT02 pertencem a 

espécie B. velezensis, LIS04 a P. ottowii e confirmou que o isolado IPR45 era P. aeruginosa. 

 

 Os isolados antagonistas produziram metabólitos antifúngicos solúveis em diferentes 

meios (PD, LB + glicose, TSB e Landy) que inibiram até 100% do crescimento de F. 

verticillioides.  

 

 A análise por HPLC-MS e dos genomas revelou que a atividade de biocontrole dos 

isolados se deve principalmente a síntese de metabólitos antifúngicos, especialmente 

lipopeptídeos para Bacillus sp. e Paenibacillus sp. e raminolípideos para P. aeruginosa. 
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 Em casa de vegetação, os tratamentos contendo os isolados P. ottowii LIS04 e B. 

velezensis CT02 de forma individual ou as combinações de dois isolados de B. velezensis (CT02 

+ IM14) e (LIS05 + IM14); e as combinações de P. ottowii + B. velezensis (LIS04 + CT02) e 

(LIS04 + IM14) apresentaram resultados mais favoráveis na taxa de germinação das sementes, 

no diâmetro do colmo e no peso seco da planta. 

 

 A utilização dos isolados de B. velezensis LIS05, CT02 e IM14, P. aeruginosa IPR45 e 

seu filtrado (FPA) em combinação com o fungicida químico foi favorável para o aumento da 

maior parte dos parâmetros agronômicos avaliados nos experimentos em casa de vegetação. 

 

 A combinação de dois isolados de B. velezensis (CT02 + IM14) promoveu um 

incremento de 11,08% na produtividade do milho quando comparando com o controle 

inoculado somente com F. verticillioides.  

 

 As combinações LIS05, IPR45 e CT02 com o fungicida químico promoveram aumentos 

de 12,74%, 11,93% e 4,87%, respectivamente, na produtividade do milho em comparação ao 

efeito obtido com o uso individual do produto químico.  

 

 Tanto os isolados utilizados de forma individual quanto as combinações de dois isolados 

foram eficientes na redução da podridão do colmo do milho em campo, porém, melhores 

resultados foram obtidos utilizando os isolados P. ottowii LIS04 e B. velezensis IM14 

individualmente ou combinados, além da combinação de dois isolados de B. velezensis (CT02 

+ IM14). 

 

 Todos os isolados apresentaram pelo menos quatro das seis características de promoção 

de crescimento vegetal avaliadas in vitro, incluindo solubilização e mineralização de P, 

produção de AIA e amônia, formação de biofilme e produção de EPS. 

 

 Em casa de vegetação, quatro das cinco bactérias, quando utilizadas individualmente 

e/ou em combinação, contribuíram para a melhoria de no mínimo três parâmetros de 

crescimento da planta.  
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 A combinação dos dois isolados de B. vellezensis (CT02 + IM14) se destacou na 

avaliação da promoção de crescimento vegetal em casa de vegetação, com aumento 

significativo da altura das plantas, diâmetro do colmo, massa seca da parte aérea, massa seca 

de raízes e massa seca total. 

 

 Para uma melhor compreensão dos possíveis mecanismos de promoção do crescimento 

de plantas pelas bactérias, a presença de genes relacionados aos principais mecanismos diretos 

de PCP será ser investigada nos seus genomas. 

 

 Trabalhos futuros terão como alvo desenvolver bioformulações baseadas em B. 

velezensis CT02, IM14 e LIS05, P. ottowii LIS04 e P. aeruginosa IPR45, com benefícios de 

promoção de crescimento de plantas e controle de F. verticillioides para utilização na cultura 

do milho. 

 

 Considerando os resultados, é possível indicar pelo menos duas melhores combinações 

de isolados, sendo (CT02 + IM14) e (LIS04 + IM14); e duas melhores combinações de bactérias 

com fungicida químico, sendo CT02 ou IPR45 + Fludioxonil + Metalaxyl-M para o uso como 

biofungicidas na cultura do milho  
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8 APÊNDICES 

 

 

 

 

APÊNDICE A - Análise por cromatografia líquida de alta eficiência de lipopeptídeos 

produzidos por Bacillus velezensis IM14 

 

 

 

 
 

 

APÊNDICE B - Análise por cromatografia líquida de alta eficiência de lipopeptídeos 

produzidos por Bacillus sp. LIS05 

 

 

 

 
 

 

 

APÊNDICE C - Análise por cromatografia líquida de alta eficiência de lipopeptídeos 

produzidos por Bacillus velezensis CT02 
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APÊNDICE D - Análise por cromatografia líquida de alta eficiência de lipopeptídeos 

produzidos por Paenibacillus sp. LIS04 

 

 
 

 

APÊNDICE E - Análise por cromatografia líquida de alta eficiência de lipopeptídeos 

produzidos por Pseudomonas aeruginosa IPR45 

 

 
 

 

 

APÊNDICE F - Análise de ANOVA unidirecional. Os pontos em vermelho são os 

compostos significativos dispostos com base no valor de p < 0,05. 
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APÊNDICE G - Boxplot das concentrações relativas de doze compostos 

significativamente relevantes para a atividade antifúngica, discriminadas na análise de 

VIP (VIP > 1,0 e p < 0,05). 

  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A) CT02 - B. velezensis (TSB) 

B) IM14 - B. velezensis (Landy) 

C) LIS05 - Bacillus sp. (Landy) 

D) IPR45 - P. aeruginosa (Landy) 

E) LIS04 - Paenibacillus sp. (TSB) 
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Abstract 

The fungus Fusarium verticillioides is one of the primary pathogens of corn in tropical soils. 

The use of resistant varieties and fungicides are the leading measures to control this 

phytopathogen. However, the excessive and indiscriminate use of fungicides in crops poses 

severe risks to the environment and human beings. Biological control is one of the alternative 

methods to minimize the problem. This work used three bacteria isolated from corn and two 

isolated from sorghum. In vitro confrontation tests in solid media (PDA) and culture filtrates 

inhibited the growth of Fusarium verticillioides. The partial sequencing of the 16S gene 

indicated that these bacteria belong to the genera Bacillus sp. (isolated CT02 and IM14 and 

LIS05), Paenibacillus sp. (LIS04), and Pseudomonas aeruginosa (strain IPR45). Genomic 

sequencing revealed that the isolates belong to the species Bacillus velezensis (LIS05, IM14, 

and CT02), Paenibacillus ottowii (LIS04), and Pseudomonas aeruginosa (IPR45). UPLC-MS 

identified the antifungal metabolites as iturin, fengycin, and surfactin (B. velezensis), quinolone, 

and rhamnolipid biosurfactant (P. aeruginosa), and polymyxin (P. ottowii). These results were 

confirmed by genomic analysis. In addition, these genomes showed other putative genes 

involved in biocontrol mechanisms, including siderophores, resistance-inducing genes (ISR), 

and enzymes. The potential of these isolates as biocontrol agents will be validated by 

greenhouse experiments and field trials.  

 

Resumo 

O fungo Fusarium verticillioides é um dos principais patógenos do milho em solos tropicais. 

O uso de variedades resistentes e fungicidas são as principais medidas de controle desse 

fitopatógeno. No entanto, o uso excessivo e indiscriminado de fungicidas nas lavouras traz 

sérios riscos ao meio ambiente e ao ser humano. O controle biológico é um dos métodos 

alternativos para minimizar o problema. Este trabalho utilizou três bactérias isoladas de milho 

e duas isoladas de sorgo. Testes de confrontação in vitro em meio sólido (PDA) e filtrados de 

cultura inibiram o crescimento de Fusarium verticillioides. O sequenciamento parcial do gene 

16S indicou que essas bactérias pertencem ao gênero Bacillus sp. (isolados CT02 e IM14 e 

LIS05), Paenibacillus sp. (LIS04) e Pseudomonas aeruginosa (estirpe IPR45). O 

sequenciamento genômico revelou que os isolados pertencem às espécies Bacillus velezensis 

(LIS05, IM14 e CT02), Paenibacillus ottowii (LIS04) e Pseudomonas aeruginosa (IPR45). 

UPLC-MS identificou os metabólitos antifungals como iturina, fengicina e surfactina (B. 
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velezensis), quinolona e biossurfactante ramnolipídio (P. aeruginosa) e polimixina (P. ottowii). 

Esses resultados foram confirmados por análise genômica. Além disso, esses genomas 

mostraram outros genes putativos envolvidos em mecanismos de biocontrole, incluindo 

sideróforos, genes indutores de resistência (ISR) e enzimas. O potencial desses isolados como 

agentes de biocontrole será validado por experimentos em casa de vegetação e em campo. 

 

Introduction 

Maize is Brazil's second most important crop in the agricultural scenario, surpassed only by 

soybean (CONAB, 2020). However, different factors affect corn yield, including soil type, 

water stress, sowing time, hybrid yield potential, competition for weeds, insect attack, and 

diseases caused by microorganisms (Barroso et al., 2017). In addition, the post-harvest losses 

account for direct physical and quality losses reducing the economic value of the crop (Kumar 

& Kalita, 2017). Pathogenic fungi can also produce toxins that may accumulate within the 

plants and their commercial products (Perincherry et al., 2019). The possible accumulation of 

toxins during and after the cropping season may make the crop product unsuitable for human 

and animal consumption (Savary et al., 2012; Borràs-Vallverdú et al., 2022).  

Over 19,000 fungi species worldwide cause diseases in crop plants (Jain et al., 2019). The 

fungus Fusarium verticillioides (Saccardo) Nirenberg) is one of the most common pathogens 

associated with the maize crop in temperate and humid tropical to subtropical climate areas 

(Gomes et al., 2020; Sousa et al., 2022). The fungus infects the maize plants at all stages of 

development, causing seedling decay, stalk rot, ear rot, and mycotoxin contamination (Murillo-

Williams and Munkvold, 2008).  

The traditional control strategies for F. verticillioides in the field relies on integrated 

management strategies, which include crop rotation, sanitation, and the use of resistant 

cultivars and chemical fungicides (Olowe et al., 2018; Czarnecka et al., 2022; Islam et al., 

2022). The indiscriminate use of fungicides has generated significant concern due to damage 

to the environment and human and animal health. In addition, increasing evidence suggests 

that chemical control might not efficiently reduce toxin production by the fungus (Marin et al., 

2013). Therefore, the European Union has set the maximum residue level (MRL) on maize and 

other cereals at 0.2 μg/kg (Commission Regulation EU No 524/2011; Marin et al., 2013). 

Moreover, Fungi have plastic genomes and reproduce rapidly (Perlin et al., 2017; Fisher et al., 

2018). Thus, antifungal drugs used in agriculture can develop fungicide-resistant fungal strains 

besides acting as stress factors that induce toxin biosynthesis (Verweij et al., 2009; Edwards 

and Godley, 2010; Brauer et al., 2019). 
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Given these complex factors, scientists are looking for alternative technologies to reduce or 

replace the use of fungicides in the field. Alternative microbial based-methods for disease 

control aiming to minimize the harmful effects of chemical fungicides and increase food 

production and quality have been studied and tested (Adetunji et al., 2019). The use of bacteria 

for controlling fungal pathogens has been recognized as a promising environmentally friendly 

and low-cost approach compared to conventional methods (van Lenteren et al., 2018; Rahman, 

2018; Diniz et al., 2022). Thus, biological control using antagonistic bacteria can be an efficient 

alternative for plant disease management, aiming at sustainable agriculture (Tariq et al., 2020). 

Among the main bacterial genera used as biological control agents are Bacillus sp., 

Paenibacillus sp., and Pseudomonas sp. (O'Brien, 2017; Padda et al., 2017). These bacteria 

have characteristics that offer them advantages as biological control agents. They produce 

secondary metabolites with antagonistic activity against pathogenic fungi and bacteria 

(Saharan and Nehra, 2011). Many Bacillus spp. produce many volatile and non-volatile 

antimicrobial compounds with antifungal effects and active peptides with fungicidal activity, 

such as iturin, fengycin, and surfactin (Asari et al., 2016; Sarangi and Ramakrishnan, 2016). In 

fact, in this genus, genes coding for the biosynthesis of different antibiotics such as iturin, 

bacilisin, bacillomycin, fengicin, surfactin, mersacidin, ericin, subtilin, subtilisin, and 

mycosubtiline (Chung et al., 2008) represent 4 to 8% of the genome. Among the primary 

antimicrobial metabolites of Bacillus, cyclic lipopeptides, such as iturin A, fengycin, and 

surfactin, stand out. Fengycin has fungitoxic activity against filamentous fungi and can induce 

plant resistance. Surfactin acts as a biosurfactant and induces systemic resistance in plants by 

activating many plant protection genes against viruses or enhancing plant growth for better 

nutrient and water acquisition (Gong et al., 2015; Vejan et al., 2016; Kim et al., 2017b; 

Abdelkhalek et al., 2020). Iturin shows intense antifungal activity against yeasts and fungi and 

has been reported to act on the cytoplasmic membrane, causing leakage of vital substances that 

eventually leads to cell death (Ongena and Jacques, 2008). 

Concerning Paenibacillus, its species are efficient producers of secondary metabolites, mainly 

fusaricidins and polymyxins, potent lipopeptides with activity against fungal and bacterial 

pathogens (Mülner et al., 2021). 

Bacteria of the Pseudomonas genus are also extensively investigated for antagonist activity 

because they can produce a wide range of active compounds against various phytopathogenic 

fungi (Bhattacharyya and Jha, 2012). Primary antifungal metabolites produced by 

Pseudomonas include peptides such as viscosinamide; antibiotics such as phloroglucinols, 

phenazines, pyoluteorin, and pyronitrile; enzymes; hydrocyanide gas; siderophores, such as 
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salicylic acid, pyoeverdines (PVDs). Pseudomonas also produces pyoqueline, responsible for 

chelating iron and other metals, which confers a competitive advantage to biocontrol agents by 

limiting essential minerals in natural habitats (Radzki, 2013). Pseudomonas species also 

produces rhamnolipid compounds with great biopesticide activity, potentially valuable for 

agriculture due to their inhibitory activity against different microbial diseases. In addition, 

many of these compounds stimulate plant defense responses (Vatsa et al., 2010). 

The identification of bioactive molecules can be implemented by different approaches, 

including gas chromatography–mass and mass spectrometry techniques, metagenome, and 

genome-mining to increase the probability of finding new bioactive molecules. In addition, 

screening techniques have proven highly useful for screening and analyzing active components 

in complex mixtures, which rely on cell culture, dialysis, ultrafiltration, chromatographic 

methods, and target molecule immobilization, using biological targets to identify the active 

compounds (Pliego et al., 2011; Fu et al., 2019; Armengol et al., 2021). 

We isolated and selected fungal antagonist bacteria in the present study, detect antifungal 

molecules by HPLC, and identified other potential molecules through complete genome 

sequencing. 

 

Material and Methods 

 

Microbial strains 

In this study, one endophytic bacteria (Pseudomonas aeruginosa, strain IPR45), two epiphytic 

strains of corn (Bacillus velezensis, IM14, and CT02), (Diniz et al., 2022) and two new sorghum 

isolates (Paenibacillus sp, LIS04, and Bacillus sp., LIS05) were tested in vitro for antifungal 

activity against a phytopathogenic strain (CML 2778) of Fusarium verticilioides. 

 

Molecular identification of LIS04 and LIS05 isolates through partial sequencing of the 

16S ribosomal gene 

Total genomic DNA was PCR amplification, and partial sequencing of the 16S rRNA gene 

was performed as described in Diniz et al. (2022). The identity of the isolates was made by 

comparing the bacterial nucleotide sequences deposited in the National Center for 

Biotechnology Information (NCBI) database using the BLASTN program 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov).  
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Production and detection of secondary metabolites with antifungal activity 

The isolates were grown in four culture media: 1- Trypticase Soy Broth (TSB) formulated with 

17 g/L casein peptone, 3 g/L soy peptone, 2.5 g/L glucose, 5 g/L sodium chloride, 2.5 g/L 

dipotassium phosphate g/L, pH 7.3); 2- Potato Dextrose Broth (PDB) formulated with potato 

infusion 200 g/L, glucose 20 g/L, pH 7.0); 3- Luria-Bertani (LB) with glucose (20 g/L glucose, 

10 g/L tryptone, 5 g/L yeast extract, 5 g/L NaCl, pH =7.0),  and Landy medium (LM) consisting 

of 20 g/L glucose, L- glutamic 5 g/L, MgSO4 0.5 g/L, KCl 0.5 g/L, KH2PO4 1.0 g/L, Fe2SO3 

0.0012 g/L, MnSO4 0.0014 g/L, CuSO4 0.0016 g/L, pH 7.6), aiming to increase the probability 

of detecting secondary metabolites with antifungal activity. After incubation at 28°C at 160 rpm 

for 72 h, the supernatant was collected by centrifugation at 12,000 g for 10 minutes, filtered 

through 0.22 μm membranes, and used in in vitro tests. 

 

Broth microdilution susceptibility test 

The antifungal activity of the crude bacterial extracts was evaluated by the adapted method 

described in the NCCLS document M38-A (CLSI, 2002) in 96-well U-bottom microdilution 

plates (Costar, Corning, USA) containing extract concentrations ranging from 0.3% to 100% 

and negative (without fungus) and positive (with fungus) controls. 

A solution of F. verticillioides spores at a concentration of 1 x 104 was added to each test well, 

and the microplates were incubated at 28°C without shaking for 96 h. After this period, the 

absorbance reading was performed at 490 nm using a digital spectrophotometer (Biospectro). 

Each microplate was considered a replica, and the test was performed in triplicate. To calculate 

the inhibition percentage, Pérez et al. (2018) described the formula: 

 

% growth =
A − B

C
 (100) 

being: 

A = absorbance of treatment; B = absorbance of negative control; C = absorbance of positive 

control; and the formula (100 - % growth) determined the percentage of inhibition.                     

 

Identification of secondary metabolites by UPLC-MS 

For the separation of metabolites, each bacterium was grown in the culture medium in which it 

produced the highest antifungal activity, as determined by the microdilution test. After 

incubating the isolated colonies at 28 °C and 160 rpm for 72 hours, the supernatant was 

collected by centrifugation (9,000 rpm for 10 min). Extraction of compounds was carried out 
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by acid precipitation adding 6M HCl until the pH was reduced to 2.0. Then, the acidic 

supernatants were stored in the refrigerator for 24 h, and after that, each suspension was 

centrifuged (9,000 rpm for 10 min), and the pellets were lyophilized. Chromatographic analysis 

was performed on an Aquity UPLC system coupled to a Quadrupole/Time of Flight (UPLC-

QTOF-MSE) Xevo System (Waters Corp, Milford, MA, USA), and high-resolution mass 

conditions were processed according to the standardized methodology described in Souza et al. 

(2018) following the method recommended by the International Conference Harmonization 

(ICH, 2015), and Brazilian Ministry of Agriculture Livestock and Food Supply Brazil (MAPA, 

Brasil, 2011). Chromatographic runs were performed on a Waters Acquity UPLC BEH column 

(150 x 2.1 mm, 1.7 µm). The fixed temperature was 40 ◦C, mobile phases water with 0.1% 

formic acid (A), and acetonitrile with 0.1% formic acid (B). The gradient ranges from 2% to 

95% B (15 min), the flow rate was 0.4 mL/min, and the injection volume of 5 ul. 

The ESI+ mode was acquired in the range of 110-1180 Da, fixed source temperature of 120 ◦C, 

desolvation temperature of 350 ◦ C, desolvation gas flow of 500 L/h, and capillary voltage of 

3.2 kV. Leucine enkephalin was used as a lock mass, and the acquisition mode was MS E. The 

instrument was controlled by Masslynx 4.1 software (Waters Corporation). 

 

Data processing and quimimetry 

Initially, the data acquired by the UPLC-QTOF-MSE (.raw format) were converted to the 

Analysis Base File (.abf) format using the Abf Converter software 

(http://www.reifycs.com/AbfConverter) and, later, were processed using the MS-DIAL v. 4.70 

(Tsugawa et al., 2015). The processing parameters were: mass range m/z 50-1180; MS1 

tolerance of 0.01 and MS2 tolerance of 0.05; minimum peak height of 50; mass slice width of 

0.1 Da; linear-weighted moving average as a smoothing method, using level 3 and minimum 

peak width of 5; sigma window value of 0.5 for deconvolution, and peak alignment, tolerance 

of 0.05 min and MS1 of 0.01 Da. 

The aligned data matrix for the 46 characterized compounds was exported from MS-DIAL as 

a .txt file, and loaded into the Metaboanalyst 5.0 platform, following the standard protocol 

described by Chong et al. (2018). Initially, one-way analysis of variance (ANOVA) was applied 

to identify statistically significant compounds among the five samples, adjusting the p-value 

according to FDR (False Discovery Rate) < 0.05 and Fisher's LSD post hoc test (Least 

Significant Difference). Additionally, unsupervised PCA (Principal Component Analysis), 

HCA (Hierarchical Cluster Analysis), Heat map, and chemometric analysis were performed to 

detect separation trends between samples based on the relative intensity of the compounds. 
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Then, Pearson's measure and the Ward clustering algorithm were used to build the HCA-Heat 

map model. In contrast, supervised analysis of PLS-DA (Discriminant Analysis by Partial Least 

Squares) was performed to obtain the maximum separation between groups and predict which 

variables were discriminating for antifungal activity through the analysis of the Variable of 

Importance in Projection (VIP) > 1.0 (Selegado et al., 2022). 

 

Sequencing and analysis of the complete genome of antagonistic bacteria 

The bacteria were inoculated in Tryptone Soy Broth (TSB) and incubated at 28°C for 24 h. 

According to the manufacturer's recommendations, genomic DNA extraction was performed 

using the Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega, USA) and quantified on the Qubit 

® 2.0 fluorometer (Life Technologies). The genomes of Bacillus sp. (IM14, LIS05 and CT02), 

Paenibacillus sp. (LIS04), and Pseudomonas aeruginosa (IPR45) strains were sequenced on 

the Illumina HiSeq 4000 platform (Illumina, San Diego, CA, USA) at Beijing Genomics 

Institute – BGI (Shenzhen, China), using the 150-paired end strategy. 

The sequenced reads were prepared for assembly using the Illumina NGS data program 

Trimmomatic (Galaxy Version 0.38.0). After trimming, the quality of the reads was verified 

using the FastQC software (Galaxy Version 0.73+galaxy0), eliminating reads with a quality 

lower than 20 in the Phred quality index. Next, the reads were assembled using the SPAdes 

software, and the assembly quality and genome completeness analysis were performed using 

the QUAST (https://quast.sourceforge.net/quast) and BUSCO (Benchmarking Universal 

Single-Copy Orthologs – https://gitlab.com/ezlab/busco), respectively (Noori et al. 2021). 

The pre-assembled genomic sequences were annotated using PROKKA version 1.8 (Seemann, 

2014) and RAST version 2.0 (Rapid Annotation using Subsystem Technology) software (Aziz 

et al., 2008). 

 

Phylogenetic analysis of bacterial strains 

Phylogenetic analysis was performed based on the complete genome using the Type Strain. 

Genome Server TYGS software (Meier-Kolthoff & Göker, 2019). Genome contigs were 

reordered according to reference genomes, extracted from the NCBI database using the 

MAUVE program version 2.4.0 (Darling et al., 2004). 

 

RESULTS 

Antifungal activity against Fusarium verticillioides and identification of bacteria isolated 

from sorghum seeds  
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The selected strains LIS05 and LIS04 were preliminarily identified based on partial sequencing 

of the 16S rRNA as Bacillus sp. and Paenibacillus sp., respectively. In the paired culture test, 

the isolates LIS04 and LIS05 showed inhibition values for mycelial growth of F. verticillioides 

of 67.5 and 57.5%, respectively.  

 

Antifungal activity of secondary metabolites produced by bacteria 

The five isolates (LIS04, LIS05, CT02, IM14, and IPR45) showed antifungal activity against 

F. verticillioides in all four culture media used (Table S1).  

The antifungal activity of the crude extracts of the five bacteria by the microdilution plate 

method made it possible to establish the lowest concentration capable of inhibiting the growth 

of F. verticillioides by at least 50%.  

The lowest inhibitory concentrations of the crude extracts are shown in Table 1. The lowest 

concentration of crude extracts of each isolate, capable of inhibiting the growth of the 

phytopathogen by at least 50%, showed significant variation, both among the isolates and in 

the culture media used. The lowest values were those produced by CT02 isolates grown in the 

TSB medium (0.7%) and by isolates IM14 (1.5%), LIS05 (3.1%), and IPR45 (6.2%) grown in 

the Landy medium. Regardless of the culture medium, the LIS04 extract concentration of 100% 

was necessary to inhibit at least 50% of the F. verticillioides growth. 

 

Table 1 - Lower concentrations of the crude bacterial extracts necessary to reduce the growth 

of Fusarium verticillioides above 50% in the microdilution plate test. 

 

Isolate 

Minimum inhibitory concentration of 

crude extract (%) 

 TSB PDB LB+G Landy 

LIS04 (Paenibacillus sp.) 100 100 100 100 

LIS05 (Bacillus sp.) 50,0 25,0 50,0 3,1 

CT02 (B. velezensis) 0,7 50,0 50,0 1,5 

IM14 (B. velezensis) 3,1 50,0 50,0 1,5 

IPR45 (P. aeruginosa) 25,0 100,0 25,0 6,2 
TSB = Trypticase Soy Broth, PDB = Potato Dextrose Broth, LB+G = Luria-Bertani (LB) with glucose 

 

 

Identification of secondary metabolites by UPLC-MS 

The result of the UPLC-QTOF-MSE analysis are shown in Supporting information.  

The samples of the Bacillus isolate IM14 showed 15 spectra being, two of iturin, nine of 

fengycin, and four spectra for surfactin (Table S2 and Figure S1-A).  
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For isolate LIS05 18 the spectra were divided into one for iturin, seven for fengycin, and ten 

for surfactin (Table S3 and Figure S1-B). Concerning CT02, the nineteen spectra 

corresponded to eleven fengycin and an eighth surfactin (Table S4 and Figure S1-C). Seven 

peaks were observed for Paenibacillus, corresponding to polymyxin (Table S5 and Figure 

S2). For Pseudomonas aeruginosa, twelve peaks werre quinolone, five rhamnolipid, and one 

an unidentified molecule (Table S6 and Figure S3). As expected, the crude extracts of 

Paenibacillus sp. and Pseudomonas aeruginosa applied to chromatographic columns did not 

show lipopeptides peaks (Figure S4). 

 

Data processing and chemometric analysis 

The UPLC QTOF.MS analyzed the data presented in Table S7. 

In the PLS-DA analysis, the samples were classified according to the values of minimum 

inhibitory concentration capable of reducing at least 50% of the growth of Fusarium 

verticillioides. Thus, the lower the inhibitory concentration of bacterial extract, the greater 

the antifungal action. In this sense, the extracts obtained from bacteria of the genus Bacillus 

showed the best performance, emphasizing B. velezensis grown in a TSB medium.  

In Figure 1, the 3D PLS-DA score plot represents 91.2% of the total variance explained by 

three latent variables (LV1 x LV2 x LV3), resulting in greater separation between groups of 

bacteria, especially between Bacillus species. For minimizing overfitting errors, cross-

validation was applied using the leave-one-out cross-validation (LOOCV) model, in which 

cumulative values of R2 = 0.98706 and Q2 = 0.92167 indicated a four-component model as 

ideal (Figure S5). In general, the LV1 axis explains 72.4% of the observed variance, marking 

the grouping of Bacillus samples in negative values without overlap. At the same time, P. 

aeruginosa and Paenibacillus sp. species were arranged in positive values of LV1. 

Examining the LV2 axis (10.8%), one observes the separation of samples of Bacillus sp. 

(positive values), from the other species of B. velezensis (negative values). 
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Figure 1. 3D PLS-DA scores. Discrimination was characterized by 72.4% for LV1, 10.8% for 

LV2, and 8% for LV3. 

 

 

After constructing the PLS-DA model, it was possible to identify which compounds were 

most relevant for separating the samples, according to the minimum inhibitory concentration, 

employing the VIP analysis (Figure 2). Thus, it was possible to identify the 15 compounds 

(Table S8) that contributed the most to antifungal activity (VIP > 1.0), 12 of which were more 

expressive in Bacillus extracts, including surfactin 45 (VIP = 1.5488), whose intensity is 

higher in the extract of B. velezensis, cultivated in TSB medium. In general, surfactins (45, 

42, 43, and 46) and fengycins (21, 17, 14, 23, 12, 24, 8, and 9) were mainly discriminated for 

the more significant antifungal potential of bacterial extracts of Bacillus. Figure S4 shows the 

boxplot plots for the 12 compounds identified in the Bacillus extracts. 

 

 

 

Figure 2. VIP scores of discriminating compounds among bacterial extracts. The higher the 

VIP score, the better the ability to discriminate between groups. The mini heat map on the 

right illustrates the relative intensity of the compounds. The samples were classified in 

ascending order of the minimum inhibitory concentration value, with the lowest values 

considered more active (represented by the intense blue color on the activity scale). The most 

relevant compounds were surfactins (45, 42, 43, and 46) and fengycins (21, 17, 14, 23, 12, 

24, 8, and 9)
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Analysis of the complete genome of antagonistic bacteria 

The genes controlling the synthesis of eleven compounds directly or indirectly involved in 

antifungal and bacterial activity in plants were detected in the genomes of the three strains of 

Bacillus velezensis (CT02, IM14 and LIS05). The similarity analysis, using the Blastn 

program (GenBank), showed that the 61 genes involved in the synthesis of the different 

antifungal compounds presented variation in the nucleotide sequences, which varied from 

74% to 100% of similarity with previously described genes (Table 2). 

In Paenibacillus ottowii, eight genes are involved in the synthesis of fusaricidin, two genes 

are involved in the synthesis of polymyxin, nine genes are involved in the synthesis of 

volatile compounds, and seven enzymes with antifungal activities. These genes showed more 

than 87% similarity with gene sequences deposited in GenBank. Furthermore, genes for the 

synthesis of 2,3-butanediol, methanethiol, and isoprene (Table 3). 

The genome analysis of P. aeruginosa IPR45 revealed the presence of seven genes for the 

phenazine biosynthetic pathway, 13 genes for the pyoverdin pathway, and 8 genes for 

rhamnolipids. Other genes related to the synthesis of bioactive metabolites useful in 

biological control of fungi such as hydrogen cyanide (hcnABC), quinolone and salicylate 

(pchA) were found (Table 4).  

Genes that encode enzymes related to biocontrol activity such as cellulase (LIS05, IM14 and 

CT02), glucanases and glycosyl hydrolases (LIS04) and chitinase (IPR45) were also found 

in the isolates genome, these enzymes degrade and lyse cell wall components of fungi 

affecting their growth and in some cases leading to cell death (Jadhav et al., 2017; Mabood 

et al., 2014). 

 

Tabela 2 - List of genes involved in the synthesis of bioactive metabolites found in the isolates 

genome of the genus Bacillus IM14, CT02 and LIS05 

 
 

Gene  

 

Metabolite 

 

Function 

 

Similarity (Genbank) 

 

Reference 

Genbank        CT02 IM14 LIS05 

fenB Fengycin Antifungal, 97.94 97.72 97.94 MT386612.1 

fenA  ISR 92.61 92.61 92.61 AB973486.1 

fenC   97.65 98.12 97.65 KU504270.1 

       

srfAA Surfactin Antifungal,  98.12 98.24 98.12 CP040881 

srfAB  ISR 98.02 97.98 98.02 CP040881 

srfAC   97.86 97.86 97.86 CP040881 

srfAD   99.18 99.18 99.18 CP040881 

       

ituD Iturin Antifungal 96.51 96.67 96.51 KT781919.1 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP040881
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP040881
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP040881
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP040881
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ItuA   98.11 97.53 98.11 KT781919.1 

ItuB   96.76 96.79 96.76 KT781919.1 

ItuC   97.18 97.13 97.18 KT781919.1 

       

ppsA Pliplastatin Antifungal, 100.0 100.0 100.0 JQ073773.1 

ppsB  Antibacterial 100.0 99.03 100.0 CP079719.1 

ppsC   92.30 92.30 92.30 JQ073773.1 

ppsD   86.36 72.07 86.36 JQ073773.1 

ppsE   100.0 98.71 100.0 CP079719.1 

       

mycA Mycosubtilin Antifungal, 81.20 80.96 81.20 AF184956.1 

mycB  ISR 79.93 80.00 79.93 AF184956.1 

mycC   80.89 80.75 80.89 AF184956.1 

       

bmyC  Bacillomycin D Antifungal, 89.00 88.85 89.00 JQ271536.1 

bmyB  ISR 97.67 97.64 97.67 JQ271536.1 

bmyA   97.09 98.21 97.09 JQ271536.1 

bmyD   98.08 98.25 98.08 JQ271536.1 

       

bacA Bacilysin Antifungal, 98.86 99.35 98.86 AF396778.1 

bacB   Antibacterial  98.31 98.17 98.31 AF396778.1 

bacC  ISR 98.42 98.95 98.42 AF396778.1 

bacD   98.45 98.37 98.45 AF396778.1  

bacE    99.32 99.15 99.32 AF396778.1 

       

pkS2A  Macrolactin Antifungal, 98.91 98.87 98.91 AJ634061.2 

pkS2B   Antibacterial 99.17 99.24 99.17 AJ634061.2 

pkS2C   ISR 99.05 99.14 99.05 AJ634061.2 

pkS2D    99.06 99.17 99.06 AJ634061.2 

pkS2E    99.10 98.87 99.10 AJ634061.2 

pkS2F    98.82 98.77 98.82 AJ634061.2 

pkS2G    98.99 98.66 98.99 AJ634061.2 

pkS2H    98.83 99.06 98.83 AJ634061.2 

pkS2I   99.64 99.46 99.64 AJ634061.2 

pdhA   99.82 99.91 99.82 AJ634061.2 

       

FHJ82_09330 Paenilarvins Antifungal  96.00 95.95 96.00 CP040881.1 

FHJ82_09335   97.13 97.16 72.32 CP040881.1 

FHJ82_09340   97.18 98.34 97.18 CP040881.1 

FHJ82_09345   98.08 98.42 98.08 CP040881.1 

       

baeB  Bacillaene Antibacterial 99.71 99.56 99.71 AJ634060.2 

baeC   ISR 99.09 99.20 99.09 AJ634060.2 

baeD    99.20 99.29 99.20 AJ634060.2 

baeE    99.15 99.19 99.15 AJ634060.2 

baeI    99.06 99.86 99.06 AJ634060.2 

baeG    98.12 98.43 98.12 AJ634060.2 

baeH    98.46 98.72 98.46 AJ634060.2 

baeL    97.86 98.63 97.86 AJ634060.2 

baeJ    98.61 98.65 98.61 AJ634060.2 

baeM    98.46 98.93 98.46 AJ634060.2 

baeN    98.89 98.71 98.89 AJ634060.2 

baeR    98.27 98.51 98.27 AJ634060.2 

baeS   98.87 99.03 98.87 AJ634060.2 

       

dhbF Bacillibactin Siderophore 74.72 74.48 74.72 AL009126.3 

dhbB    100.0 99.03 100.0 CP039297.1 

dhbE   74.64 74.52 74.64 AL009126.3 

dhbA   99.11 100.0 99.11 CP102511.1 

dhbC   100.0 100.0 100.0 CP079719.1 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP079719.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S7Y58MDP013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP079719.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S7Y58MDP013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP102511.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=S800C8X8016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP079719.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S811G829013
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Eg Cellulase Lytic enzymes 93.46 93.60 93.46   AB695293.1 

 

Tabela 3 - List of genes involved in the synthesis of bioactive metabolites found in the genome 

of Paenibacillus sp. LIS04 

 
 

 

Tabela 4 - List of genes involved in the synthesis of bioactive metabolites found in the genome 

of Pseudomonas aeruginosa IPR45 

Gene Metabólito Atividade Similaridade 

Genbank (%) 

Referência 

Genbank 

hcnA Hydrogen cyanide Antifungal 99.04 CP007224.1 

hcnB HCN 98.92 CP007224.1 

hcnC  97.61 CP007224.1 

 

phzM 

 

Phenazine 

Antifungal 

Antibacterial 

ISR 

 

99.90 

 

CP007224.1 

phzA  100.0 CP007224.1 

phzB  98.16 CP007224.1 

phzD  99.76 CP007224.1 

phzF  99.69 CP007224.1 

phzG  99.22 CP007224.1 

phzS  98.59 CP007224.1 

Gene Metabólito Função Similaridade  

Genbank (%) 

Referência 

Genbank 

fustE Fusaricidin Antifungal 87.24 CP025957 

fusA   88.88 CP025957 

fusB   87.50 CP025957 

fusC   88.08 CP025957 

fusD   91.91 CP025957 

fusE   91.91 CP025957 

fusF   90.06 CP025957 

fusG   89.23 CP025957 

     

pmxA Polymyxin Antibacterial 87.95 FR727736.1 

pmxE  Antifungal 92.00 FR727736.1 

     

mtnE Methanethiol  ISR 95.17 CP025957 

mmuM Methanethiol   93.90 CP025957 

metE Methanethiol   91.28 CP025957 

metH Methanethiol   93.98 CP025957 

     

LytB Isoprene  ISR 94.78 CP025957 

gcpE Isoprene   94.01 CP025957 

ispE Isoprene   94.03 CP025957 

ispF Isoprene   93.08 CP025957 

alsD 2,3- Butanediol  92.90 CP025957 

     

C1A50_2532 beta- glucanase Lytic enzymes 85.15 CP025957 

C1A50_3796 1,4-beta-glucanase 92.63 CP025957 

C1A50_3836 endo-1,3-beta-glucanase 91.41 CP025957 

C1A50_1100 exoglucanase A 94.42 CP025957 

C1A50_0229 glycosyl hydrolase 93.11 CP025957 

C1A50_0827 glycosyl hydrolase 91.17 CP025957 

C1A50_0421 glycosyl hydrolase 93.26 CP025957 

     

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP025957
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP025957
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP025957
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP025957
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP025957
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP025957
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP025957
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP025957
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP025957
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP025957
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP025957
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP025957
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP025957
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP025957
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP025957
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP025957
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP025957
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP025957
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP025957
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP025957
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP025957
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP025957
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP025957
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP025957
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pchA Salicylate ISR 98.81 CP007224.1 

     

pvdA Pyoverdin Siderophore 82.90 CP053028.1 

pvdE  73.00 CP053028.1 

pvdH  99.43 CP007224.1 

pvdL  99.40 CP007224.1 

pvdG  99.37 CP007224.1 

pvdS  100.0 CP007224.1 

pvdJ  85.17 CP053028.1 

pvdO  98.36 CP007224.1 

pvdN  99.68 CP007224.1 

pvdM  93.56 CP007224.1 

pvdP  84.88 CP053028.1 

pvdI  97.52 CP053028.1 

pvdQ  99.51 CP007224.1 

     

RhlB Rhamnolipids Antifungal 99.66 CP007224.1 

RhlB  99.61 CP007224.1 

RhlE  99.32 CP000438.1 

RhlA  99.77 CP007224.1 

RhlI  99.83 CP007224.1 

rhlG  98.96 CP007224.1 

rhlC  99.28 CP007224.1 

rhlR  99.86 CP007224.1 

     

pqsE Quinolone Antifungal 100.0 CP089062.2 

nagA Chitinase Lytic enzyme 99.93 CP058332.1 

 

 

Discussion  

The growing search for sustainable agriculture, with a reduction in the use of pesticides, 

has driven the interest in discovering beneficial microorganisms with multiple functions 

that can contribute to the health and growth of plants.  

In this study, we tested two Bacillus sp. (CT02 and IM14) and Pseudomonas aeruginosa 

IPR45 previously isolated from maize, that inhibited the growth of F. verticillioides in 

62.5%, 58.5%, and 61.5% , respectively (Diniz et al., 2022) and two new sorghum 

isolates, identified by sequencing the 16S rRNA gene as Bacillus sp. and Paenibacillus 

sp. 

First, the isolates were evaluated for antagonistic activity against Fusarium verticillioides. 

In the in vitro confrontation tests in solid media (PDA), the isolates strongly inhibited the 

growth of F. verticillioides, indicating their potential role as biocontrol agents. Next, the 

isolates were tested with different media formulations to establish the best medium for 

metabolite production (Slininger & Shea-Wilbur, 1995; Slininger et al., 1995; 1996). The 

crude bacterial extracts showed variable inhibition effects on the growth of F. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP089062.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S81VHSAN016
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verticillioides. Bacillus sp. (CT02 and IM14) produced the extracts with the highest 

antifungal activity in TSB and Landy media. This result confirmed the findings of several 

authors who demonstrated that the medium formulation could increase or suppress the 

bacterial production of bioactive compounds (Slininger & Shea-Wilbur, 1995; Slininger 

et al., 1995; 1996; Borowicz & Omer, 2000; Peighami-Ashnaei et al., 2009; Kilani-Feki 

et al., 2016; Sun et al., 2019; Khan et al., 2020). Similar results on the culture medium 

effect in bacterial bioactive compound production were described by Sun et al. (2019). 

These authors obtained the maximum production of two potent antifungal substances 

(iturin and surfactin) using Landy culture medium and potato dextrose broth (PDB), 

respectively. However, Sarwar et al. (2018) and Kilani-Feki et al. (2016) reported that 

crude extracts of Bacillus species grown in LB and M13 media also effectively augment 

the production of antifungal molecules against different fungal pathogens. In our study, 

the crude extract of the three Bacillus grown in the TSB and Landy medium was more 

effective for inducing higher antifungal activity against F. verticillioides.  

Identifying the bacterial molecules with antifungal activity is an essential step for 

determining the potential role of each molecule isolated. The isolation of molecules 

enables studies to evaluate, individually, their antagonistic potential. This strategy is also 

crucial, as it allows the identification of genes and metabolic pathways involved in their 

synthesis, which is a crucial step for metabolic pathway engineering. Furthermore, 

identifying bioactive molecules enables chemical synthesis for the commercial 

development of biofungicides. Different approaches, including gas chromatography-mass 

and mass spectrometry techniques, metagenome, and genome-mining, can allow the 

identification of bioactive molecules. In addition, these approaches increase the 

probability of finding new bioactive molecules. In the present study, the samples of the 

five isolates were submitted to the UPLC-MS method for identifying the primary 

molecules involved in the antifungal activity as widely described in the literature (Beatty 

& Jensen, 2002; Tendulkar et al., 2007; Passera et al., 2017; Sass et al., 2020; Xiong et 

al., 2022). Two Bacillus isolates (LIS05 and IM14) secreted fengycin A and B, surfactin, 

and iturin in the culture medium. In contrast, Bacillus isolate CT02 secreted fengycin and 

surfactin but not iturin. The isolate LIS04 of Paenibacillus sp. produced polymyxin B and 

isoleucinpolymyxin B. Finally, the isolate of Pseudomonas aeruginosa secreted isomers 

of quinolone and Rhamnolipids. The chemometric analysis showed that the extracts 

obtained from bacteria of the genus Bacillus showed the best performance according to 

the values of minimum inhibitory concentration reduced, at least, 50% of the growth of 
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Fusarium verticillioides. However, the present results of HPLC-MS are incomplete since 

a myriad of other bacterial composts, like extracellular lytic enzymes, siderophores, 

salicylic acid, antibiotics, nitric oxide dioxygenase, and volatile organic compounds 

(VOCs), such as hydrogen cyanide also exert antifungal activity (Manwar et al., 2004; 

Petatán-Sagahón et al., 2011; Diniz et al., 2022; Soliman et al., 2022). 

Thus, bacterial antifungal activity may result from different molecules acting 

synergistically. Also, It is important to emphasize that only a fraction of the biosynthetic 

capabilities suggested by genomic analyses have been observed under laboratory 

conditions because the expression of many, perhaps even most biosynthetic pathways, 

depends strongly on environmental conditions. To clarify this possibility, we performed 

whole-genome sequencing of the five isolates.  

The genome analysis of the three Bacillus isolates demonstrated that they belong to the 

Bacillus velezenzis species of the Bacillus amyloliquefaciens group, composed of B. 

amyloliquefaciens, B. velezensis, B. nakamurai, and B. siamensis. Lipopeptides are 

among the most effective antifungal agent in many Bacillus species. The three types of 

lipopeptides, Surfactin, Iturin, and Fengycin, are produced by various bacterial species 

(Meena & Kanwar, 2015). The iturinic lipopeptide is a multigene family encompassing 

mycosubtilin, bacillomycin (L, D, and F), and mojavensin A. The genomic analysis of 

the three isolates confirmed the presence of the various genes involved in lipopeptide 

synthesis and other genes with antifungal activity. However, the iturin lipopeptide was 

not detected by UPLC-MS isolate CT02. However, the DNA sequence analysis 

demonstrated that the ORFs of the four genes of the iturin cluster were intact. It is 

important to emphasize that while the two iturin-producing isolates were cultured in the 

Landy medium, the isolate CT02, which did not produce iturin, was cultured in the TSB 

medium. Only a fraction of the biosynthetic capabilities suggested by genomic analysis 

has been observed under laboratory conditions because the expression of many, perhaps 

even most biosynthetic pathways, depends strongly on environmental conditions. Thus, 

it is reasonable to assume that the biosynthetic pathways of iturin depend strongly on 

environmental conditions. 

In this work, relevant results on bacteria isolated from plants aiming the control of the 

primary phytopathogens, Fusarium verticillioides, and opening new perspectives for the 

chemical synthesis using the molecules isolated from these microorganisms for 

developing synthetic fungicides. 
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Supplementary Material 

Table S1 - Percentage of inhibition of Fusarium verticillioides by different concentrations of 

crude extracts of bacterial isolates in TSB, PDB, LB+G and Landy medium. 

LIS04: Paenibacillus sp.; LIS05: Bacillus sp.; IM14 e CT02: Bacillus velezensis; IPR45: Pseudomonas 

aeruginosa. TSB = Trypticase Soy Broth, PDB = Potato Dextrose Broth, LB+G = Luria-Bertani (LB) with 

glucose 

 

 

 

 

 

 Different concentrations of crude extracts 

Medium Bacteria  0,3% 0,7% 1,5% 3,1% 6,2% 12,5% 25% 50% 100% 

TSB LIS04 4,1 4,1 4,3 4,3 4,3 5,1 6,4 15,0 53,9 

 LIS05 21,2 35,1 39,5 42,0 43,6 46,6 47,0 50,6 76,8 

 CT02 45,3 53,1 53,3 55,4 58,9 60,5 61,4 61,8 84,6 

 IM14 27,8 41,4 49,8 51,2 54,3 56,9 57,0 61,0 85,5 

 IPR45 10,7 12,7 19,3 21,2 31,1 46,1 74,4 94,0 94,1 

           

PDB LIS04 2,3 2,6 2,6 5,0 9,2 17,6 28,7 48,9 60,0 

 LIS05 13,9 18,6 30,6 38,0 41,9 47,4 62,2 64,5 75,7 

 CT02 1,0 5,3 10,0 11,7 22,2 33,5 49,0 55,6 81,0 

 IM14 0,0 4,6 14,1 21,5 30,7 40,1 43,8 81,7 97,4 

 IPR45 3,7 8,1 12,8 19,7 22,6 25,2 31,5 43,3 51,3 

           

LB+G LIS04 6,2 6,9 8,1 9,4 9,7 11,1 11,3 26,9 62,5 

 LIS05 26,6 27,8 36,8 37,3 43,0 43,4 48,4 57,7 63,4 

 CT02 14,5 24,0 24,2 25,5 26,3 27,9 39,9 58,6 65,3 

 IM14 15,4 17,9 19,4 23,0 23,3 23,3 45,6 63,1 71,5 

 IPR45 12,3 13,0 13,7 14,2 23,4 38,7 56,5 83,9 98,4 

           

Landy  LIS04 8,4 9,8 11,2 11,6 11,6 19,9 33,6 44,9 76,1 

 LIS05 38,2 44,7 49,9 52,7 59,1 60,4 66,4 98,7 100,0 

 CT02 35,5 44,8 50,9 55,7 61,3 67,7 70,2 80,5 96,7 

 IM14 36,3 43,5 51,1 57,8 60,6 64,5 76,5 100,0 100,0 

 IPR45 22,4 24,0 24,4 39,0 52,9 59,2 73,8 87,0 87,0 
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Tabela S2 - Chemical identification of lipopeptides from Bacillus velezensis IM14 in Landy medium by UPLC-qTOF-MS. Identified classes: iturins, 

fengycins and surfactins 

 

Nº 
peak 

(min) Compounds 
Molecular 
fómula 

ion m/z 
Erro 
(ppm) 

Fragment  
ions m/z 

References 

1 12,44 Iturin A2 C48H74N12O14 1043,5535 0,4 299, 801, 915  YE et al., 2012 
2 13,25 Iturin A3–A5 C49H76N12O14 1057,5995 1.2 - SOUZA et al., 2018 

3 13,61 C14Fengycin A C70H107N12O20 718,3786[M+2H]+ 1,4 966, 1080 
Villegas-Escobar et al., 2018; 
SOUZA et al., 2018 

4 14,06 C15 Fengycin A C71H108N12O20 725,3978[M+2H]+ -1.1 966, 1080 
Villegas-Escobar et al., 2018; 
SOUZA et al., 2018 

5 14,33 C15fengycin A C71H108N12O20 725,3876[M+2H]+ 0,7 966, 1080 
Villegas-Escobar et al., 2018; 
SOUZA et al., 2018 

6 14,47 C15 fengycin A C71H108N12O20 725,3871[M+2H]+ 0,6 966, 1080 
Villegas-Escobar et al., 2018; 
SOUZA et al., 2018 

7 14,68 C16 Fengycin A C73H112N12O20 732,3933[M+2H]+ 0,4 966, 1080 
Villegas-Escobar et al., 2018; 
SOUZA et al., 2018 

8 14,81 C16 fengycin A C73H112N12O20 732,3951[M+2H]+ 0,9 966, 1080 
Villegas-Escobar et al., 2018; 
SOUZA et al., 2018 

9 15,04 C17 Fengycin A C72H110N12O20 739,3989[M+2H]+ 1,8 966, 1080 
Villegas-Escobar et al., 2018; 
SOUZA et al., 2018 

10 15,11 C16 Fengycin B C74H114N12O20 746,4099[M+2H]+ 0,2 994, 1108 
Villegas-Escobar et al., 2018; 
SOUZA et al., 2018 

11 15,26 C16 fengycin B C74H114N12O20 746,4023[M+2H]+ 2,0 994, 1108 
Villegas-Escobar et al., 2018; 
SOUZA et al., 2018 

12 23,57 Surfactin C51H89N7O13 1008,6647 -0,1 455, 667, 895 SOUZA et al., 2018 
13 23,77 Surfactin C52H91N7O13 1022,6728 2,1 582, 796, 909  SOUZA et al., 2018 
14 23,96 Surfactin C52H91N7O13 1022,6743 -0,8 582, 796, 909 SOUZA et al., 2018 
15 24,53 Surfactin C53H93N7O13 1036,6910 0,1 441, 685, 923  SOUZA et al., 2018 
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Tabela S3 - Chemical identification of lipopeptides from Bacillus velezensis LIS05 in Landy medium by UPLC-qTOF-MS. Identified classes: iturins, 

fengycins and surfactins 

 

Nº 
peak 

(min) Compounds 
Molecular 
fómula 

ion m/z 
Erro 
(ppm) 

Fragment  ions 
m/z 

References 

1 12,44 Iturin A2 C48H74N12O14 1043,5519 [M+H]+ -0,7 299, 801, 915  YE et al., 2012 

2 13,59 C14Fengycin A C70H107N12O20 718,3793 [M+2H]+ 2,4 966, 1080 
Villegas-Escobar et al., 
2018; SOUZA et al., 2018 

3 14,44 C15Fengycin A C71H108N12O20 725,3832 [M+2H]+ -0,3 966, 1080 
Villegas-Escobar et al., 
2018; SOUZA et al., 2018 

4 14,79 C16Fengycin A C73H112N12O20 732,3924 [M+2H]+ -1,1 966, 1080 
Villegas-Escobar et al., 
2018; SOUZA et al., 2018 

5 15,05 C17Fengycin A C72H110N12O20 739,4003 [M+2H]+ 1,8 966, 1080 
Villegas-Escobar et al., 
2018; SOUZA et al., 2018 

6 15,24 C16Fengycin B C74H114N12O20 746,4094 [M+2H]+ 0,7 994, 1180 
Villegas-Escobar et al., 
2018; SOUZA et al., 2018 

7 15,79 C17Fengycin B C75H116N12O20 753,4125 [M+2H]+ 1,2 994, 1180 
Villegas-Escobar et al., 
2018; SOUZA et al., 2018 

8 16,02 C16Fengycin B C74H114N12O20 746,4079[M+2H]+ -1,3 994 
Villegas-Escobar et al., 
2018; SOUZA et al., 2018 

9 21,49 C14Surfactin C45H97N7O19 1040,6824 [M+H]+ 0,6 685, 909, 1022 MA et al., 2016 

10 22,35 C12Surfactin C43H91N7O18 994,6488 [M+H]+ -1.1 685, 976  
MA et al., 2016; Tang et 
al., 2010 

11 22,61 Surfactin C56H91N7O12 1054,6807 [M+H]+ 0.3 441, 554 MA et al., 2016 
12 22,98 Surfactin C51H89N7O13 1008,6595 [M+H]+ -0,2 455, 667, 895  SOUZA et al., 2018 
13 23,23 Surfactin C51H89N7O13 1008,6614 [M+H]+ 1,7 455, 667, 895 SOUZA et al., 2018 
14 23,79 Surfactin C52H91N7O13 1022,6766 [M+H]+ 1,3 582, 796, 909  SOUZA et al., 2018 
15 23,97 Surfactin C52H91N7O13 1022,6741 [M+H]+ -1,2 582, 796, 909 SOUZA et al., 2018 
16 24,28 Surfactin C51H89N7O13 1008,6581 [M+H]+ -1,6 455, 667, 895 SOUZA et al., 2018 
17 24,51 Surfactin C53H93N7O13 1036,6913 [M+H]+ 0,3 441, 685, 923 SOUZA et al., 2018 
18 24,88 Surfactin C53H93N7O13 1036,6910 [M+H]+ 0,8 441, 685, 923 SOUZA et al., 2018 
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Tabela S4 - Chemical identification of lipopeptides from Bacillus velezensis CT02 in TSB medium by UPLC-qTOF-MS. Identified classes: fengycins 

and surfactins 

 

Nº 
peak 

(min) Compounds 
Molecular 
fómula 

ion m/z 
Erro 
(ppm) 

Fragment  ions 
m/z 

References 

1 13,57 C14 Fengycin A C70H107N12O20 718,3788 [M+2H]+ 1,7 966, 1080 
Villegas-Escobar et al., 
2018; SOUZA et al., 2018 

2 13,79 
Linear C16 

Fengycin A 
C72H114N12O20 741,3965 [M+2H]+ 3.9 966, 1080 MA et al., 2016 

3 13,94 
Linear C16 

Fengycin A 
C72H114N12O20 741,3937 [M+2H]+ 0,1 966, 1080 MA et al., 2016 

4 14,06 C15 Fengycin A C71H108N12O20 725,4003 [M+2H]+ 2.3 966, 1080 
Villegas-Escobar et al., 
2018; SOUZA et al., 2018 

5 14,47 C15 Fengycin A C71H108N12O20 725,3986 [M+2H]+ -3.7 966, 1080 
Villegas-Escobar et al., 
2018; SOUZA et al., 2018 

6 14,77 C16Fengycin A C72H110N12O20 732,3915 [M+2H]+ -2.3 966, 1080 
Villegas-Escobar et al., 
2018; SOUZA et al., 2018 

7 15,09 C17 Fengycin A C72H110N12O20 739,3990 [M+2H]+ 3.9 966, 1080 
Villegas-Escobar et al., 
2018; SOUZA et al., 2018 

8 15,22 C16 Fengycin B C74H114N12O20 746,4111 [M+2H]+ 2.9 966, 1080 
Villegas-Escobar et al., 
2018; SOUZA et al., 2018 

9 15,77 C17 Fengycin B C75H116N12O20 753,4147 [M+2H]+ 3.6 994, 1180 
Villegas-Escobar et al., 
2018; SOUZA et al., 2018 

10 15,99 C16 Fengycin B C74H114N12O20 746,4069 [M+2H]+ -2,0 994 
Villegas-Escobar et al., 
2018; SOUZA et al., 2018 

11 16,14 C17 Fengycin A C72H110N12O20 739,4049 [M+2H]+ -2.3 966, 1080 
Villegas-Escobar et al., 
2018; SOUZA et al., 2018 

12 21,30 C14 Surfactin C45H97N7O19 1040,6825 0,7 685, 909, 1022  MA et al., 2016 
13 21,46 C14 Surfactin C45H97N7O19 1040,6917 -0,1 685, 909, 1022 MA et al., 2016 

14 22,32 C12 Surfactin C43H91N7O18 994,6500 0.1 685, 873, 976  
MA et al., 2016; Tang et 
al., 2010 
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15 22,96 Surfactin C51H89N7O13 1008,6611 1,4 455, 667, 895 SOUZA et al., 2018 
16 23,58 Surfactin C51H89N7O13 1008,6600 0,3 455, 667, 895 SOUZA et al., 2018 
17 23,79 Surfactin C52H91N7O13 1022,6726 -2,6 582, 796, 909 SOUZA et al., 2018 
18 23,95 Surfactin C52H91N7O13 1022,6714 -3,8 582, 796, 909 SOUZA et al., 2018 
19 24,51 Surfactin C53H93N7O13 1036,6929 1.8 441, 685, 923  SOUZA et al., 2018 

 
 

Tabela S5 - Chemical identification of cyclopeptides from Paenibacillus sp. in TSB medium by UPLC-qTOF-MS. Identified classes: cyclopeptides. 

 

Nº 
peak 

(min) Compounds 
Molecular 
fómula 

ion m/z 
Erro 
(ppm) 

Fragment  ions m/z References 

1 10,29 Polymyxin B4 C54H94N16O13 588,4128[M+2H]+ 0,3 863,4481; 662,1880 
Govaerts et al., 2002; 
Choi e al., 2009 

2 12,36 Polymyxin B6 C56H98N16O14 610,4254[M+2H]+ 1,2 461,3480; 762,3284 
Govaerts et al., 2002; 
Choi e al., 2009 

3 12,95 Polymyxin B2 C55H96N16O13 595,4012[M+2H]+ -0,9 863,5214; 662,2843 
Govaerts et al., 2002; 
Choi e al., 2009 

4 14,60 Polymyxin B3 C55H96N16O13 595,4024[M+2H]+ -1,9 863,5263; 662,2541 
Govaerts et al., 2002; 
Choi e al., 2009 

5 17,46 
Isoleucinapolym
yxin B1 

C56H98N16O13 602,4215[M+2H]+ 2,3 562,2509; 662,3380 
Govaerts et al., 2002; 
Choi e al., 2009 

6 18,59 Polymyxin B1 C56H98N16O13 602,4301[M+2H]+ 1,7 542,3284; 662,3248 
Govaerts et al., 2002; 
Choi e al., 2009 

7 19,73 Polymyxin B5 C56H98N16O13 602,4286[M+2H]+ 2,9 461,3014; 562,3881 
Govaerts et al., 2002; 
Choi e al., 2009 
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Tabela S6 – Chemical identification of metabolites from Pseudomonas aeruginosa IPR45 in Landy medium by UPLC-qTOF-MS. Identified classes: 

quinolones e rhamnolipids. 

 

Nº 
peak 

(min) Compounds 
Molecular 
fómula 

ion m/z 
Erro 
(ppm) 

Fragment  
ions m/z 

References 

1 12,23 Isomer 2-(E-Non-4-enil)-4-quinolone C16H19NO 242,1549 0,7 159 Saalim et al., 2020 

2 12,37 Isomer 2-(E-non-4-enil)-4-quinolone C16H19NO 242,1543 -0,8 159 
Saalim et al., 2020; 
Li et al., 2020 

3 12,59 2-heptil-quinolone C16H21NO 244,1539 -2,5 159, 172 Saalim et al., 2020 

4 13,08 2-heptil-3-hidroxi-4-quinolone C16H21NO2 260,1642 -3,5 159, 186 
Saalim et al., 2020; 
Li et al., 2020 

5 13,87 2-(6-metil)-heptil-4-quinolone C17H23NO 258,1854 1,9 159, 172 
Saalim et al., 2020; 
Li et al., 2020 

6 14,48 Derivativ of quinolone C20H40N2O 325,3218 -0,3 159 Saalim et al., 2020 

7 14,80 2-((E)-Non-4’-enil)-4-quinolone C18H23NO 270,1853 -1,9 159 
Saalim et al., 2020; 
Li et al., 2020 

8 14,99 Isomer 2-((E)-Non-4’-enil)-4quinolone C18H23NO 270,1864 2,2 159, 184 
Saalim et al., 2020; 
Li et al., 2020 

9 15,15 2-Nonil-4-quinolinol C18H25NO 272,2023 3,3 159 
Saalim et al., 2020; 
Li et al., 2020 

10 16,18 2-undecen-18-il-4-quinolone C20H27NO 298,2165 -2,0 159, 172 
Saalim et al., 2020; 
Bultel-Ponce ́et al., 
1998 

11 17,31 Not identified C21H29NO 312,2325 -0,7 159, 172 
Saalim et al., 2020; 
Bultel-Ponce ́et al., 
1998 

12 17,59 2-undecil-4-quinolone C20H29NO 300,2334 2,3 159 
Saalim et al., 2020; 
Bultel-Ponce ́et al., 
1998 

13 17,90 di-RhamnolipidsRha2-C10–C8 C30H54O13 623,3643 1,0 171, 313 
Christova et al., 
2011 
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14 18,33 Derivative of quinolone C22H31NO 326,2474 -3.1 159, 172 - 

15 18,97 di-Rhamnolipids Rha2-C10–C10 C32H58O13 651,3958 0,3 359, 505 
Christova et al., 
2011; Ndlovu et al., 
2017 

16 20,15 Isomer di-Rhamnolipids Rha2-C10–C10 C32H58O13 651,3937 -2,9 359, 505 
Christova et al., 
2011 

17 21,22 di-Rhamnolipids Rha2C10–C12 C34H62O13 679,4290 3,1 387, 533 
Christova et al., 
2011 

18 22,29 Isomer di-Rhamnolipids Rha2C10–C12 C34H62O13 679,4278 1,3 387, 533 
Christova et al., 
2011 
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Figure S1 – High performance liquid chromatography analysis of lipopeptides produced by 

Bacillus isolates IM14 (A), LIS05 (B) and CT02 (C). 

 

 

 
 
Figura S2. High performance liquid chromatography analysis of lipopeptides produced by 

Paenibacillus sp. LIS04 

A 

B 

C 
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Figura S3. High performance liquid chromatography analysis of lipopeptides produced by 

Pseudomonas aeruginosa IPR45 
 

 

 

Figura S4. Figure S4. Boxplot of concentrations for twelve compounds significantly relevant for 

antifungal activity, as broken down in the VIP analysis (VIP>1.0 and p<0.05). 
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Tabela S7 - Table used in the chemometric analysis of the data obtained from the HPLC-MS of 

the compounds characterized in the bacterial crude extract and the retention time 

 

Nº 
Tempo 
(min) 

Compostos 
 

Nº 
Tempo 
(min) 

Compostos 

1 10,29 Polymyxin B4  24 16,02 C16Fengycin B 

2 12,37 
2-(E-non-4-enil)-4-
quinolone 

 
25 16,14 C17 Fengycin A 

3 12,44 Iturin A2  26 16,18 2-undecen-18-il-4-quinolone 
4 12,59 2-heptil-quinolone  27 16,42 C18Fengycin B 
5 12,95 Polymyxin B2  28 17,31 Não identificado 

6 13,08 
2-heptil-3-hidroxi-4-
quinolone 

 
29 17,46 Isoleucinapolymyxin B1 

7 13,25 Iturin A3–A5  30 17,59 2-undecil-4-quinolone 
8 13,59 C14Fengycin A  31 17,90 di-RhamnolipidsRha2-C10–C8 
9 13,79 C16Fengycin A  32 18,33 Derivado da quinolone 

10 13,87 
2-(6-metil)-heptil-4-
quinolone 

 
33 18,59 Polymyxin B1 

11 13,94 C16Fengycin A  34 18,97 di-Rhamnolipids Rha2-C10–C10 
12 14,06 C15Fengycin A  35 20,15 di-Rhamnolipids Rha2-C10–C10 
13 14,33 C15Fengycin A  36 21,22 di-Rhamnolipids Rha2C10–C12 
14 14,44 C15Fengycin A  37 21,49 C14Surfactin 
15 14,48 Derivative of quinolone  38 22,35 C12Surfactin 
16 14,60 Polymyxin B3  39 22,61 Surfactin 
17 14,79 C16Fengycin A  40 22,98 Surfactin 

18 14,80 
2-((E)-Non-4’-enil)-4-
quinolone 

 
41 23,58 Surfactin 

19 14,99 
Isomer 2-((E)-Non-4’-
enil)-4-quinolone 

 
42 23,79 Surfactin 

20 15,15 2-Nonil-4-quinolinol  43 23,97 Surfactin 
21 15,20 C17Fengycin A  44 24,28 Surfactin 
22 15,24 C16Fengycin B  45 24,51 Surfactin 
23 15,79 C17Fengycin B  46 24,88 Surfactin 
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Figura S5. Cross-validation graph using the leave-one-out cross-validation (LOOCV) method 

applied to partial least squares discriminant analysis (PLS-DA) data. The red star above the Q2 

column indicates that the four component model is optimal 

 

 

 

 

 
Tabela S8 - Compounds identified in the VIP analysis. 

Compound VIP p-value 

Surfactin (45) 1.5488 2.84E-08 

C17 Fengycin A (21) 1.5107 5.53E-08 

C16 Fengycin A (17) 1.4158 4.07E-08 

C15 Fengycin A (14) 1.37 4.27E-10 

C17 Fengycin B (23) 1.3531 1.85E-08 

Surfactin (42) 1.3302 2.80E-08 

C15 Fengycin A (12) 1.3244 7.48E-08 

C16 Fengycin B (24) 1.308 3.59E-08 

C14 Fengycin A (8) 1.2812 8.22E-07 

Surfactin (43) 1.232 4.02E-07 

Polymyxin B3 (16) 1.2207 2.69E-06 

C16 Fengycin A (9) 1.2201 9.09E-10 

2-Nonil-4-quinolinol (20) 1.1784 0.000277 

Not identified (28) 1.1541 8.69E-07 

Surfactin (46) 1.1447 1.93E-06 

VIP:  Variable Importance in Projection   

 

 


