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RESUMO  

 

MATTOS, Amanda do Prado. Universidade Estadual de Maringá, fevereiro de 2020. Bacillus 

amyloliquefaciens cepa PKM16 no controle do mofo branco do tomateiro. Orientadora: 

Kátia Regina Freitas Schwan Estrada. Coorientadora: Adriana Terumi Itako. 

 

O tomateiro possui importância socioeconômica e nutricional, estando entre as principais 

hortaliças do mercado brasileiro. Esta cultura pode ser acometida por doenças como o mofo 

branco, causada pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum, que é extremamente agressivo e de 

difícil controle. O objetivo deste trabalho foi verificar o potencial antimicrobiano de bactéria 

isolada da rizosfera de tomateiro sobre S. sclerotiorum, bem como, na indução de resistência 

em plantas de tomate cultivar Micro-Tom. Um teste prévio foi realizado com três 

rizobactérias isoladas da rizosfera do tomateiro, para a determinação do melhor agente 

antagonista. A partir disso, foi realizado o sequenciamento para identificação do antagonista, 

sendo encontrado como B. amyloliquefaciens cepa PKM16. Para a utilização do antagonista 

foi determinada a concentração do caldo bacteriano em mix e mix autoclavado in vitro e in 

vivo, nas doses de 0, 20, 30 e 40% em meio BDA, com adição do patógeno e incubação. Após 

determinada a melhor concentração de B. amyloliquefaciens, foi avaliado o efeito residual na 

indução de resistência em plantas de tomate cultivar Micro-Tom contra o fitopatógeno, onde 

os tratamentos foram mix 20%, mix autoclavado 20%, produto comercial a base de B. subtilis 

(controle positivo) e água destilada autoclavada (controle negativo). Os mesmos tratamentos 

foram utilizados no teste de inibição de germinação miceliogênica de escleródios in vitro, 

bem como naindução da atividade das enzimas relacionadas à patogênese: peroxidase, 

catalase, polifenoloxidase, fenilalanina amônia-liase e β-1,3-glucanase. A concentração 

mínima de mix e mix autoclavado de B. amilolyquefaciens que melhor inibiu o crescimento 

micelial e desenvolvimento do fungo foi de 20%, com efeito residual, nas condições testadas, 

de 4 dias para mix e 2 dias para mix autoclavado. O tratamento mix influenciou na 

germinação de escleródios com inibição de quase 30%. Os tratamentos a base de B. 

amyloliquefaciens influenciaram na atividade das enzimas. Os resultados obtidos mostraram 

que a rizobactéria B. amyloliquefaciens cepa PKM16 possui caráter antagonista, sendo 

eficiente na inibição de crescimento micelial de S. sclerotiorum e viabilidade de escleródios, 

além de atuar, juntamente com o patógeno, como agente indutor na ativação da atividade das 

enzimas peroxidase de guaiacol, catalase, fenil alanina amônia-liase, polifenoloxidase e β-1,3-

glucanase.   

 

Palavras-chave: Controle biológico, mecanismos de defesa, Micro-Tom, PR-proteínas, 

rizobactérias, Sclerotinia sclerotiorum 
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ABSTRACT 

 

MATTOS, Amanda do Prado. Universidade Estadual de Maringá, fevereiro de 2020. Bacillus 

amyloliquefaciens strain PKM16 in the control of tomato white mold. Advisor: Kátia 

Regina Freitas Schwan Estrada. Co-advisor: Adriana Terumi Itako. 

 

The tomato has a socioeconomic and nutritional importance, being among the main 

vegetables in the Brazilian market. This crop can be affected by diseases such as white mold, 

caused by the fungus Sclerotinia sclerotiorum, which is extremely aggressive and difficult to 

control. The aim of this work was to verify the antimicrobial potential of the bacteria isolated 

from the rhizosphere of tomato on S. sclerotiorum and on the resistance induction in the 

tomato plants cultivar Micro-Tom. A previous test was carried out with three rhizobacteria 

isolated from the rhizosphere of the tomato, to determine the best antagonist agent. From that, 

the sequencing was performed to identify the antagonist, being found as B. amyloliquefaciens 

strain PKM16. For the use of the antagonist, the concentration of the bacterial broth in mix 

and autoclaved mix was determined in vitro and in vivo, at the doses of 0, 20, 30 and 40% in 

BDA culture medium, with the addition of the pathogen and then the incubation. After 

determining the best concentration of B. amyloliquefaciens, the residual effect on the 

resistance induction in tomato plants cultivar Micro-Tom against phytopathogen was 

evaluated, where the treatments were 20% mix, 20% autoclaved mix, commercial product 

based on B subtilis (positive control) and autoclaved distilled water (negative control). The 

same treatments were used to test the myceliogenic germination of sclerotia in vitro, as well 

as to induce the activity of enzymes related to pathogenesis: peroxidase, catalase, 

polyphenoloxidase, phenylalanine ammonia lyase and β-1,3-glucanase.The minimum mix 

concentration and autoclaved mix of B. amilolyquefaciens that best inhibited the mycelial 

growth and fungus development was 20%, with a residual effect, under the conditions tested, 

of 4 days for mix and 2 days for autoclaved mix. The mix treatment influenced the 

germination of sclerotia with almost 30% inhibition. The treatments based on B. 

amyloliquefaciens influenced the activity of the enzymes. The results showed that the 

rhizobacterium B. amyloliquefaciens strain PKM16 has an antagonistic effect, being efficient 

in inhibiting the mycelial growth of S. sclerotiorum and the viability of the sclerotia, in 

addition, acting as an inducing agent in the activation of the activity of guaiacol peroxidase, 

catalase, phenyl alanine ammonia lyase, polyphenoloxidase and β-1,3-glucanase. 

Keywords: Biological control, defense mechanisms, Micro-Tome, PR-proteins, rhizobacteria, 

Sclerotinia sclerotiorum 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A produção de hortaliças tem grande importância social e econômica. Esta atividade 

produz alimento, gera emprego e renda, além de fortalecer a agricultura familiar 

(CARVALHO et al., 2014). O tomateiro (Solanumlycopersicum) é a segunda solanácea mais 

cultivada no Brasil, com produção nacional de 4.075.890 toneladas e uma área plantada de 

58.166 hectares, com destaque para a região sudeste (IBGE, 2020). A grande demanda do 

mercado de produtos in natura, juntamente com a indústria, torna o tomate uma das mais 

importantes hortaliças produzidas (ALVARENGA, 2013). Ademais, o tomateiro é um 

excelente modelo para o estudo de processos biológicos, mas seu tamanho e ciclo de vida 

dificultam sua contínua utilização. Como alternativa para utilização na pesquisa, Meissner 

(1997) propôs a cultivar miniatura Micro-Tom, que produz frutos e sementes viáveis em 70-

90 dias, em vasos de 50-150 mL (TANKSLEY, 1993; MEISSNER et al., 1997).  

O tomateiro é acometido por doenças durante todo o ciclo da cultura e isto 

compromete a produção (ALVARENGA, 2013). Uma das doenças que atinge a cultura, 

principalmente o tomate industrial, é o mofo branco, incitado pelo fungo Sclerotinia 

sclerotiorum (Lib) de Bary. Este é um patógeno que causa sérios problemas nas áreas 

infestadas, principalmente quando há o adensamento acentuado de plantas, longos períodos de 

precipitação, elevada umidade do ar e temperaturas amenas (15 ºC a 21 ºC). As regiões 

serranas do país, bem como as regiões do cerrado irrigadas com pivô central são as que 

apresentam incidência mais expressiva da doença (JONES et 1991; REIS et al., 2007). 

O fungo ataca todos os órgãos da planta, apresentando maior severidade no caule, com 

lesões pardo-escuras úmidas e micélio branco cotonoso, com o anelamento total e murcha da 

parte aérea. Pode haver a formação de escleródios, estruturas de resistência formadas por um 

emaranhado de hifas e com a capacidade de sobreviver em condições não favoráveis durante 

muitos anos (AMORIM et al, 2016; JACCOUD FILHO et al., 2017).  

Os métodos de controle desta doença baseiam-se na prevenção, evitando a entrada do 

patógeno. A rotação de cultura é limitada, pois este patógeno é polífago, acometendo 75 

famílias de plantas e mais de 400 espécies (BOLAND e HALL, 1994; LEITE, 2005). Além 

disso, não há híbridos de tomateiro resistentes a esta doença disponíveis no mercado. O 

controle químico nem sempre é eficiente devido à dificuldade de atingir o solo, local onde se 

concentram as estruturas de resistência. A partir disso pode ocorrer maior infestação no solo 

para as próximas safras, além de perdas na produção (REIS et al., 2007). O manejo integrado 



2 
 

torna-se a solução para o controle desta doença, abrangendo o controle químico, o cultural, o 

biológico e a indução de resistência (JACCOUD FILHO et al., 2017).  

Neste contexto, as rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCPs) ou 

Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR), têm sido estudadas há vários anos devido à 

sua capacidade de promover o crescimento de plantas. São bactérias da rizosfera com 

habilidade de colonizar as raízes das plantas na presença da microbiota natural do solo. Entre 

as RPCPs, destacam-se as dos gêneros Pseudomonas, Bacillus e actinobactérias do gênero 

Streptomyces (BROWN, 1974; HAYAT et al., 2010). Nos últimos anos, foi crescente o 

número de pesquisas voltadas à utilização de RPCPs como biocontroladoras de fitopatógenos, 

de modo que inúmeros trabalhos comprovaram o potencial destas como agentes controladores 

de doenças e como indutores de resistência em plantas (QIAO et al., 2014; LI et al., 2015; 

KANG et al., 2015; SINGH et al., 2016). 

A indução de resistência é caracterizada pelo incremento da capacidade de defesa das 

plantas contra patógenos, obtida a partir da ativação de seus mecanismos de defesa já 

existentes, porém latentes, quando submetidas a agentes bióticos ou abióticos (PASCHOLATI 

e DALIO, 2018). Tais mecanismos tornam a planta mais resistente aos patógenos, a partir do 

atraso da entrada e/ou o desfavorecimento do seu desenvolvimento na planta induzida 

(STANGARLIN et al, 2011; SONG et al., 2015). 

Este fenômeno tem se mostrado promissor como uma alternativa no manejo integrado 

de doenças em plantas. A integração de diferentes métodosde controle, bem como a utilização 

desta nova tecnologia possibilita maior eficiência no manejo de doenças, além de reduzir os 

níveis de contaminação do ambiente pelo uso exclusivo de agroquímicos, que, muitas vezes, 

não é eficiente como medida única de controle. Além disso, o mercado de produtos orgânicos 

e a procura por segurança alimentar vêm crescendo e, consequentemente, a demanda por 

produtos livres de agroquímicos (TOLEDO et al., 2011). 

Sendo assim, o controle de fitopatógenos com o uso de rizobactérias promotoras do 

crescimento que possam ativar mecanismos de defesa da planta, pode ser uma alternativa para 

o manejo de patógenos de solo considerados de difícil controle. Neste sentido, o objetivo 

geral do trabalho foi avaliar o potencial antagonista de um isolado de rizobactéria sobre S. 

sclerotiorume seu potencial em induzir resistência em plantas. Para tanto, os objetivos 

específicos foram: i) Testar o efeito de três isolados de rizobactérias no crescimento micelial 

in vitrode S.sclerotiorum; ii) Determinar a melhor concentração do caldo bacteriano do 

melhor isolado, no controle in vivo e in vitrodeste patógeno; iii) Avaliar o efeito residual da 



3 
 

melhor concentração do caldo do melhor isolado na indução de resistência no tomateiro; iv) 

Verificar o potencial do isolado na inibição da germinação miceliogênica de escleródios; v) 

Averiguar o potencial do isolado como indutor da atividade de enzimas relacionadas à 

patogênese.  
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Cultura do tomateiro 

 

2.1.1 Aspectos gerais 

 

O tomateiro tem como nome científico Solanum lycopersicum, dado por Linnaeus em 

1753, alterado por botânicos no decorrer da história, mas novamente firmado. É pertencente à 

família das solanáceas (Solanaceae), onde também estão inclusas espécies como a batata, o 

pimentão, a berinjela e o tabaco. A espécie foi domesticada no México, mas o seu centro de 

origem compreende a região dos Andes, a qual abrange parte dos países do Equador, 

Colômbia, Peru, Bolívia e Chile. A cultura do tomate foi expandida para todos os lugares do 

mundo a partir do comércio marítimo de espanhóis e portugueses, chegando ao Brasil no 

século XIX. O consumo do fruto sempre foi considerável, mas foi após a Primeira Guerra 

Mundial que realmente se expandiu (NAIKA et al., 2006; BECKER at al., 2016).  

A espécie adapta-se bem em diferentes latitudes e temperaturas, sendo cultivada em 

todas as regiões do Brasil. O fotoperíodo ótimo é de 15 horas de luz, enquanto a temperatura 

ótima é estádio dependente, variando de 18 a 25ºC, desde a germinação até a maturação dos 

frutos. Temperaturas abaixo de 10 °C e acima de 38°C podem causar danos aos tecidos da 

planta. A união destes fatores, juntamente com a nutrição adequada, boa disponibilidade de 

água e concentração de CO2 propiciam um ótimo desenvolvimento da cultura (ALMEIDA, 

2006). 

O tomateiro possui porte arbustivo, podendo ter crescimento determinado ou 

indeterminado dependendo da variedade, o que define a condução da cultura. A produção 

destinada à frutos para consumo in natura, são em sua maioria de hábito indeterminado, onde 

caracteriza-se a colheita prolongada e práticas como o tutoramento e podas. Já os tomateiros 

de hábito determinado, são geralmente demandados na indústria, sendo conhecidos também 

por tomate de cultivo rasteiro (ALVARENGA, 2013). 

As folhas desta espécie são compostas de folíolos e são alternadas. O sistema radicular 

é pivotante, com raízes secundárias e adventícias, se concentrando nos primeiros 20cm do 

solo, mas podendo atingir profundidades maiores de 1 metro. As flores são bissexuais e 

desenvolvem-se geralmente entre as folhas, mas também de forma oposta. A autopolinização 

está presente na maioria dos casos, dando origem a frutos do tipo baga, de aspecto carnoso e 
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suculento, bi, tri ou plurilocular. Estes produzem de 50 a 200 sementes pequenas, cobertas por 

tricomas e de formato reniforme (NICK et al., 2018). 

 

2.1.2 Relevância socioeconômica e nutricional 

 

Os principais países produtores de tomate são China, Índia, Turquia e Estados Unidos. 

O Brasil ocupa a 10ª posição em produção de tomate no mundo (FAO, 2017), com produção 

nacional, para mesa e indústria, de 4.075.890 toneladas e uma área plantada de 58.166 

hectares, logo, produção média atual de aproximadamente 70 t.ha
-1

. A região sudeste é a 

maior produtora, com 1.739.908 toneladas em uma área de 23.349 hectares. As mesoregiões 

de Itapetininga (SP), Ribeirão Preto (SP), Triângulo Mineiro (MG) e Central Espírito-

santense (ES) totalizam quase 50% da produção da região. Em nível de estado, Goiás é o 

maior produtor, com produção de 1.357.790 toneladas (IBGE, 2020). Na região Sul a 

produtividade ultrapassa 500 mil toneladas com area plantada de quase 9 mil hectares. 

Esta hortaliça é cultivada no mundo inteiro e é comercializada in natura ou nas formas 

de suco, molho, desidratada, pasta. A produção de hortaliças tem grande importância social e 

econômica, produzindo alimento, gerando emprego e renda e vivificando a agricultura 

familiar. Em especial, a cultura do tomateiro é conhecida por demandar de grande número de 

mão de obra, principalmente durante a colheita, apresentando grande relevância social e 

influência no desenvolvimento regional (CARVALHO et al., 2014). 

Além da relevância socioeconômica, pode-se destacar a importância nutricional. 

Tomates são amplamente consumidos e podem fornecer uma proporção significativa de 

antioxidantes na dieta. É considerado um alimento funcional devido aos altos teores de 

vitaminas A, C e licopeno. Além disso, os frutos são compostos de água, açúcar, ácidos como 

o acético, lático e o málico, potássio, fósforo e ferro. Apresentam baixa quantidade de gordura 

e baixo teor calórico (MONTEIRO et al., 2008). A concentração de nutrientes do tomate 

depende da variedade, condições de solo, manejo adotado pelo produtor e condições 

climáticas do local de cultivo. Contudo, entre os carotenóides presentes, o licopeno predomina 

e é o principal responsável pela cor vermelha dos frutos de tomate e seus derivados 

(MARTINEZ-VALVERDE et al., 2002).  

O licopeno é um hidrocarboneto polinsaturado que está presente no tomate com 

concentrações variando de 0,9 a 4,2 mg/ 100 g. É um potente antioxidante com maior 

eficiência de inibição de radicais livres e pode modular mutagênese e carcinogênese, ou seja, 
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é considerado um poderoso anticancerígeno (GUPTA et al., 2013). Trabalhos demostram que 

a ação antioxidante também está relacionada com a concentração de compostos fenólicos 

como a quercetina, que é o principal flavonóide presente no tomate (MONTEIRO et al., 

2008). 

 

2.1.3 Cultivar Micro-Tom e a sua utilização na pesquisa 

 

Além de toda a importância socioeconômica e nutricional, o tomateiro é um excelente 

modelo para o estudo de processos biológicos. Porém, seu tamanho e ciclo de vida dificultam 

sua constante utilização. A partir disso, a cultivar Micro-Tom, que produz frutos e sementes 

viáveis em 70-90 dias, torna-se uma ótima alternativa para sua utilização na pesquisa 

(TANKSLEY, 1993; MEISSNER et al., 1997). 

A cultivar miniatura, Micro-Tom (Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom) foi proposta 

por Meissner et al. (1997) como um modelo genético, que produz frutos e sementes viáveis e 

podem ser cultivados em vasos de 50 a 150 mL de substrato, completando seu ciclo de vida 

entre 70 a 90 dias. Atualmente o Micro-Tom (MT) tem sido proposto como cultivar 

preferencial para pesquisas a nível molecular em tomateiro (MARTÍ et al., 2006) (Figura 1). 

Entre muitas variedades de tomate, o Micro-Tom foi reconhecido como um cultivar 

modelo para pesquisa porque compartilham algumas vantagens importantes com Arabidopsis, 

incluindo seu pequeno tamanho, ciclo de vida curto e a capacidade de crescer sob lâmpadas 

fluorescentes em alta densidade (SHIKATA e EZURA, 2016). 

 

 

Figura 1 - Solanum lycopersicum cv Micro-Tom em fase de formação e amadurecimento de 

frutos. Fonte: a autora 
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2.2 Doenças do tomateiro 

 

A ocorrência de uma doença é função da interação de três fatores fundamentais: 

hospedeiro suscetível, patógeno virulento e ambiente favorável (REZENDE, et al., 2011). As 

solanáceas, em especial o tomateiro, são acometidas por uma série de doenças, as quais 

causam danos e perdas de produtividade quando não manejadas corretamente. As doenças que 

ocorrem na cultura do tomateiro constituem uma das principais causas de sua baixa 

produtividade no Brasil (ALVARENGA, 2013). 

A cultura é suscetível a inúmeras espécies de patógenos, incluindo fungos, vírus, 

bactérias e nematoides. As principais doenças que ocorrem no tomateiro, causadas por vírus 

são o mosaico dourado e vira-cabeça, que pode ser causada por diversas espécies de vírus 

como o Tomato severe rugose vírus e Tomato spotted wilt vírus. Em relação aos nematóides, 

destaca-se o nematóide das galhas (Meloidogyne spp.), e bactérias como a Clavibacter 

michiganensi subsp. michiganensi causando o cancro bacteriano e Xanthomonas campestris 

pv. vesicatoria causando a mancha bacterianaa. Já em relação aos fungos destaca-se a doença 

requeima (Phytophthora infestans), pinta-preta (Alternaria solani) e o mofo-branco 

(Sclerotinia sclerotiorum) principalmente em tomateiro rasteiro (INOUE-NAGATA et al., 

2016).  

 

2.2.1 Sclerotinia sclerotiorum 

 

As solanáceas, em especial o tomateiro, são acometidas por uma série de doenças, 

dentre as quais destaca-se o mofo branco (ALVARENGA, 2013). A referida doença é causada 

pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib) de Bary, o qual pertence ao Filo Ascomycota, Classe 

Discomycetes, Ordem Helotiales e Família Sclerotiniaceae (AMORIM et al., 2016). Trata-se 

de um patógeno que causa sérios problemas sob temperaturas amenas (15 ºC a 21 ºC) e alta 

umidade, principalmente em regiões serranas do país e em regiões do cerrado irrigadas com 

pivô central. O tomate destinado ao processamento, conhecido como tomate rasteiro, 

apresenta sérios problemas com esta doença (JONES et 1991; REIS et al., 2007). 

Este fungo é extremamente agressivo no período de florescimento e fechamento da 

cultura, podendo afetar todos os órgãos da planta, com lesões pardo-escuras úmidas e por fim 

esbranquiçadas, com o anelamento total e consequente murcha da parte aérea. Pode haver a 

formação de micélio branco cotonoso e de escleródios, os quais podem se formar dentro da 
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medula do tronco, bem como na parte externa da haste (Figura 2) (JACCOUD FILHO et al., 

2017).  

 

Figura 2 – Ciclo de vida do fungo Sclerotinia sclerotiorum. Fonte: Adaptado de Wharton e 

Kirk 2007 

 

Escleródios são estruturas de resistência enegrecidas formadas por um adensado de 

hifas, capazes de sobreviver em condições adversas durante anos. Estes germinam na 

superfície ou em profundidade, gerando apotécios (germinação carpogênica) e ascósporos que 

podem ser disseminados a longas distâncias, ou emitem micélio (germinação miceliogênica) 

que colonizam rapidamente as áreas sadias da planta (AMORIM et al, 2016; JACCOUD 

FILHO et al., 2017). Os apotécios são lisos, de coloração creme e podem apresentar de 4 até 

10 mm de diâmetro, permanecendo viáveis entre 7 a 10 dias. Os ascos presentes em seu 

interior são de forma cilíndrica com 2 a 10 µm de diâmetro e entre 110 a 155 µm de 

comprimento e estes possuem ascósporos de forma elipsoidal (AMORIM et al., 2016) (Figura 

3). 
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Figura 3 – (a) Placa de Petri com o fungo Sclerotinia sclerotiorum e escleródios formados; (b) 

escleródio germinado formando apotécio. Fonte: a autora 

 

O controle deste patógeno baseia-se em métodos como a rotação de culturas; plantio 

em solo livre do patógeno; aração profunda para inversão da leiva do solo e pulverização com 

fungicidas prévia à colonização. Porém, este patógeno é polífago, acometendo 75 famílias de 

plantas e mais de 400 espécies, como soja, feijão, alface, batata, ervilha, repolho, girassol, 

com exceção à família das gramíneas, restringindo as opções para rotação de culturas, além de 

favorecer a disseminação da doença. Ademais, não há híbridos de tomateiro resistentes a S. 

sclerotiorum disponíveis no mercado (BOLAND e HALL, 1994; LEITE, 2005). Desta forma, 

o controle químico é o mais utilizado. 

Atualmente 21 produtos são registrados no Brasil para o controle do mofo branco no 

tomateiro, com apenas 6 ingredientes ativos diferentes: Fluazinam, Tiofanato-metílico, 

Lufenurom,  Procimidona, Ciprodinil e Fludioxonil (AGROFIT, 2020). Trabalhos 

demonstram maiores índices de controle com fenilpiridinilaminas (fluazinam) e carboxamidas 

(procimidona) (MEYER, 2013). Porém, nem sempre esta forma de controle é eficiente, 

devido à dificuldade de atingir os sítios de infecção e as estruturas de resistência no solo. 

Mueller et al.(2002), a partir da aplicação de fungicidas, averiguaram que a inibição do fungo 

na fase vegetativa e reprodutiva da cultura do feijoeiro foi ineficiente, pois a aplicação não 

atingiu toda a área. Desse modo, há a demanda de muitas pulverizações ao longo do ciclo da 

cultura na tentativa de conter a doença e a multiplicação do patógeno. Não eficiente, ocorre 

maior infestação no solo para as próximas safras, além de perdas na produção (REIS et al., 

2007). 

javascript:%20NewWindow('!ap_produto_form_detalhe_cons?p_id_produto_formulado_tecnico=5002&p_tipo_janela=NEW','produtos','750',%20'550',%20'yes')
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Assim, as restrições nos métodos de controle desencadeam a demanda por um 

manejo integrado, abrangendo o controle químico, o cultural e o alternativo (JACCOUD 

FILHO et al., 2017), como a utilização de biocontroladores e a indução de resistência. 

 

2.3 Controle biológico de doenças de plantas 

 

O controle biológico (CB) de doenças consiste na utilização de organismos como 

fungos, bactérias, vírus, nematoides ou insetos como biocontroladores. Este termo foi 

utilizado pela primeira vez em 1919 para referir-se ao uso de inimigos naturais no controle de 

insetos-praga (WILSON e HUFFAKER, 1976), mas foi na década de 1980 que as discussões 

sobre o assunto iniciaram-se no Brasil, bem como o primeiro lançamento de um produto a 

base do fungo Trichoderma viride (MORANDI e BETTIOL, 2009). 

O controle biológico pode ser classificado em duas formas diferentes: o natural e o 

aplicado. O controle biológico natural está relacionado à população de inimigos que ocorrem 

naturalmente no ambiente, já o aplicado constitui-se da liberação de biocontroladores 

reproduzidos em laboratório, com o objetivo de reduzir rapidamente a população da praga 

para seu nível de equilíbrio, muito utilizado na agricultura. O controle biológico está 

relacionado à utilização de um controle integrado, um conjunto de práticas de manejo como a 

rotação de culturas, manejo da palhada, sementes sadias e adubação equilibrada (MORAES e 

LEWIS, 2000; PARRA, 2000). 

O CB é um método de controle que não utiliza compostos químicos como o inseticida 

e o fungicida, logo os impactos ao meio ambiente são significativamente inferiores quando 

comparados ao controle químico. Além disso, a resistência dos patógenos, causada pelo uso 

contínuo do mesmo princípio ativo, que ocorre como uso de controle químico, não é um 

problema quando utiliza-se o CB (BERTI FILHO e MACEDO, 2011).  

A utilização do CB pode proporcionar o controle de estruturas de resistência como os 

escleródios do mofo branco, causada por S. sclerotiorum, em que muitas vezes, o controle 

químico não é efetivo. Os agentes biológicos são, portanto, os organismos capazes de 

diminuir a incidência de doenças, mantendo um nível que não cause danos econômicos à 

lavoura. As bactérias, principalmente as do gênero Bacillus, são muito utilizadas no controle 

biológico de doenças de plantas, havendo no mercado diversos produtos formulados a base 

destes microrganismos. A ação destas bactérias assim como outros biocontradoles é direta 

sobre o patógeno, e a sua aplicação é posterior a presença da doença (BARROS et al., 2015; 
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RENZI et al., 2019), diferente ao que ocorre na indução de resistência, onde a aplicação e 

ação do agente indutor é prévia a infecção da doença (STANGARLIN et al., 2011). 

 

2.4 Indução de resistência 

 

As plantas apresentam um arsenal de defesa, inatos à elas, contra o ataque de 

patógenos. A indução de resistência é caracterizada pela ativação e aumento destes 

mecanismos de defesa já existentes, porém latentes, quando submetidas a agentes indutores 

que podem ser bióticos ou abióticos (PASCHOLATI e DALIO, 2018). A indução de 

resistência é conhecida há muito tempo, porém, foi nos últimos anos que estudos 

aprofundados e específicos foram realizados com diversas espécies de plantas, mostrando-se 

eficiente na inibição de fungos, vírus, bactérias, insetos, ácaros e nematoides (STANGARLIN 

et al, 2011; SONG et al., 2015). 

A proteção pode ocorrer nas partes não tratadas da planta, logo, não se limita apenas 

às partes onde o tratamento foi aplicado (HAMMERSCHMIDT et al., 2001). As substâncias 

relacionadas à defesa são, em geral, sintetizadas somente após a ativação, evitando gasto 

energético desnecessário. Quando uma planta é induzida, não é considerado imunidade, pois a 

doença pode acontecer, porém em menor intensidade. Além disso, a indução de resistência 

não altera o genoma da planta, apenas ativa mecanismos latentes que são inatos à ela 

(AGRIOS, 2004; STANGARLIN e LEITE, 2008). 

Há uma vasta gama de agentes capazes de induzir respostas de resistência nas plantas, 

os quais são chamados de agentes indutores e podem ser bióticos e abióticos. Os agentes 

indutores ou ativadores de resistência podem ser microrganismos saprofíticos; metabólitos de 

microrganismos; extratos de plantas e óleos essenciais; o próprio fitopatógeno; compostos 

químicos como ácido salicílico e ácido jasmônico; medicamentos homeopáticos, entre outros 

(HAMMERSCHMIDT et al., 2001; AGRIOS, 2004;DI PIERO et al., 2005; RESENDE et al., 

2007; MIORANZA et al., 2017; FARAHANI e TAGHAVI, 2017) (Figura 4). 
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Figura 4 – Esquema do fenômeno de resistência sistêmica induzida (ISR), ocasionada pelo 

agente de biocontrole Bacillus amyloliquefaciens. Fonte: Adaptado de Lanna Filho et al., 

2010 

 

Os patossistemas envolvendo a cultura do tomateiro vêm sendo estudados no âmbito 

da indução de resistência, como alternativa para o manejo integrado de fitopatógenos.Em 

estudo realizado por Itako et al. (2012), evidenciaram-se a eficiência de produtos à base de 

piraclostrobina juntamente com acibenzolar-S-metil na indução da atividade das enzimas 

peroxidase, polifenoloxidase e β-1,3-glucanase e no controle da mancha bacteriana 

(Xanthomonas perforans) do tomateiro.  

Farahani e Taghavi (2017) avaliaram se polissacarídeos do patógeno têm a capacidade 

de induzir resistência em tomateiro contra X.perforans. Os resultados mostraram que o pré-

tratamento com polissacarídeos leva ao aumento da resistência do tomate contra X. perforanse 

acréscimo da expressão de β-1,3-glucanase (GLU), fenilalanina amônia-liase (PAL) e catalase 

(CAT). Song et al. (2011) demonstraram ativação da resistência em plantas de tomateiro 

contra o patógeno Alternaria solani, com o uso de ácido abscísico exógeno, que culminou na 

ativação da fenilalanina amônia-liase, polifenoloxidase e peroxidase. 

A planta apresenta mecanismos de defesa estruturais e bioquímos, os quais podem ser 

pré ou pós formados. Mecanismos estruturais estão relacionados com o bloqueio à penetração 

do patógeno como as papilas, halos, tiloses e lignificação da parede celular, enquanto que os 

bioquímicos são substâncias com a capacidade de interferir ou inibir o seu desenvolvimento, 

B. amyloliquefaciens B. amyloliquefaciens 
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como a síntese de espécies reativas de oxigênio (EROs), síntese de proteínas relacionadas a 

patogênese (PRPs) e acúmulo de fitoalexinas (PASCHOLATI e DALIO, 2018). 

Os mecanismos pré formados já existem na planta antes da chegada de um agente 

agressor, enquanto que os mecanismos pós formados são ativados em resposta à presença do 

patógeno e estão relacionados à indução de resistência (STICHER et al., 1997; 

STANGARLIN et al., 2011; LEHMANN et al., 2015; PASCHOLATI e DALIO, 2018). 

 

2.4.1 Proteínas relacionadas à patogênese (PRPs) 

 

Atualmente são conhecidas 17 famílias de enzimas de PRPs, classificadas de acordo 

com características genéticas e numeradas de acordo com ordem de descoberta. Sabe-se que 

estas, em princípio, protegem a planta do ataque por pragas e doenças (GORJANOVIC, 

2009).  

A síntese de proteínas relacionadas à patogênese (PRPs) é o mecanismo mais 

expressivo resultante da interação entre a planta e o patógeno. Quando há a indução pela 

presença do patógeno ou de um elicitor, pode ocorrer uma grande alteração na quantidade de 

proteínas que estão presentes ou inativadas no tecido vegetal, codificadas por genes da planta, 

indicando a ativação dos mecanismos de defesa. O acúmulo sistêmico destas PRP’s pode ser 

advindo do sinal de compostos como ácido salicílico, etileno, sistemina e jasmonato 

(PASCHOLATI e DALIO, 2018). 

A partir da indução, uma cascata de sinais é ativada resultando na ativação da 

expressão gênica e então síntese de PRPs. Dentre elas pode-se citar a peroxidase, 

polifenoloxidase, catalase, β-1,3- glucanase e fenilalanina amônia-liase (FILIPENKO et al., 

2013; SHAH et al., 2014). O ataque de patógenos, dentre outros estresses acometidos às 

plantas, induzem ao estresse oxidativo, que é a produção acentuada de espécies reativas de 

oxigênio (EROs) que causam danos oxidativos em proteínas, lipídios e ácidos nucléicos. 

Dentre as principais EROs presentes no metabolismo celular de plantas, pode-se citar o 

peróxido de hidrogênio (H2O2), capaz de romper a membrana do núcleo e causar danos ao 

DNA (STANGARLIN et al., 2011; BARBOSA et al., 2014). 

As EROs atuam como moléculas sinalizadoras para a expressão de genes envolvidos 

nos mecanismos de defesa. Para combater o estresse oxidativo causado pelas EROs, as plantas 

utilizam seus sistemas antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos para desintoxicar as 

células. Dentre as enzimas antioxidativas liberadas para dismutar estes EROS, pode-se citar a 



14 
 

catalase (E.C. 1.11.1.6) e a peroxidase (E.C 1.11.1.7). Tais enzimas são expressas em 

conjunto quando ocorre o estresse oxidativo e atuam em diferentes partes da célula 

(SHARMA et al., 2012; BARBOSA et al., 2014; RECZEK e CHANDEL, 2015). 

 

2.3.1.1 Peroxidase (POD), (E.C 1.11.1.7) 

 

A enzima peroxidase (POD) está envolvida no crescimento e desenvolvimento 

vetegal a partir do catabolismo de auxinas, na destoxificação celular e em mecanismos de 

defesa como lignificação, cicatrização de ferimentos e oxidação de compostos fenólicos. Esta 

enzima oxida material orgânico através da eliminação do H2O2 no citosol e cloroplastos, 

utilizando os compostos fenólicos como doadores de elétrons (BAYSAL et al., 2003; 

LOCATO et al., 2010). 

A família a qual ela pertence é a PR-9, incluída à classe III, localizadas nos vacúolos 

e paredes celulares. As PODs apresentam muitas isoformas, o que as permite estar presente 

em vários processos fisiológicos durante o ciclo de vida da planta. De maneira geral, são 

induzidas a partir da infecção por patógenos, bem como por injúrias (VAN LOONet al., 2006; 

BROETTO, 2014). Assim, PODs estão relacionadas à defesa vegetal, podendo atuar de forma 

direta sobre patógenos e também de forma indireta, a partir de vias de sinalização 

relacionadas a vários processos fisiológicos em plantas, em especial as respostas de defesa 

(PINTO et al., 2011). 

 

2.3.1.2 Catalase (CAT), (E.C. 1.11.1.6) 

 

A enzima catalase (CAT) também está relacionada à redução do excesso de EROs, 

detoxificando o H2O2, removendo-os dos peroxissomose convertendo-os em oxigênio (O2) e 

água (H2O), prevenindo os efeitos nocivos causados por mudanças na homeostase de H2O2. A 

atividade da CAT é evidente e eficaz, principalmente em altas concentrações de H2O2, logo, é 

uma importante enzima em condições de estresse severo (SEDLAROVA et al., 2007; 

DUBEY, 2010). 

Esta enzima foi a primeira enzima descrita e em especial apresenta características 

inerentes. Apenas uma molécula pode apresentar a capacidade de catalisar a decomposição de 

até 40 milhões de moléculas de H2O2 por segundo (SHARMA et al., 2012; BROETTO, 2014). 
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Além disso, não demanda de redutores, sendo muito eficiente na questão energética, com alto 

ganho de energia celular (MALLICK e MOHN, 2000).  

As CATs são classificadas de acordo com o local de sua expressão e função. Na 

classe 1 estão as CATs expressas em tecidos que realizam fotossíntese e reguladas pela luz, 

onde o H2O2 produzido durante a fotorespiração é removido. A classe 2 compreende as CATs 

produzidas em sua maioria nos tecidos vasculares, podendo exercer uma função de 

lignificação. Na classe 3 estão as CATs presentes nas sementes e plântulas, que removem o 

H2O2 produzido no processo de degradação dos ácidos graxos no glioxissoma (WILLEKENS 

et al., 1997). 

 

2.3.1.3 Polifenoloxidase (PPO),(E C 1.10.3.2) 

 

A polifenoloxidase atua de maneira parecida às PODs e CATs, porem apresenta 

substratos diferentes. Elas catalisam a oxidação dependente de oxigênio de fenóis. Um destes 

fenóis é o ácido clorogênico e o produto da sua oxidação pode dificultar a entrada de 

patógenos na planta, a partir da formação de barreiras fenólicas polimerizadas na parede 

celular, e/ou gerarem um ambiente desfavorável para o desenvolvimento do patógeno. Logo, 

também atuam na defesa da planta contra patógenos (LI e STEFFENS, 2002). 

As PPO apresentam diversas funções na planta, tais como a pigmentação dos tecidos, 

regulação do consumo de oxigênio durante o processo de fotorespiração e proteção de plantas 

contra pragas e doenças. Os compostos fenólicos produzidos próximo ao local das lesões 

ocasionadas pelo patógeno são oxidados por esta enzima, resultando no aparecimento de 

substâncias escuras provenientes da polimerização oxidativa das quinonas. As 

polifenoloxidases, assim como PODs e CATs, acumulam-se em altas concentrações em 

tecidos infectados, sendo extremamente relevantes nos mecanismos de defesa das plantas 

(CONSTABEL e RYAN 1998; BINDSCHEDLER et al. 2002; PINTO et al., 2011; 

PASCHOALTI e DALIO 2018). 

 

2.3.1.4 Fenilalanina amônia liase (PAL), (EC 4.3.1.5) 

 

A fenilalanina amônia liase atua na síntese de monômeros de lignina, ácido salicílico, 

fitoalexinas e flavonóides, além de ser indispensável para a biossíntese de fenilpropanóides, 

logo, é um fator limitante para a síntese destes compostos pela planta. Dessa forma, observa-
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se que a atividade de PAL é diretamente proporcional à síntese de compostos fenólicos 

(GERASIMOVA et al., 2003). 

A PAL atua na desaminação da L-fenilalanina, transformando-a em ácido trans-

cinâmico e amônia. Estes processos levam às reações que geram componentes como a lignina, 

alguns pigmentos e protetores de luz UV (MARGIS-PINHEIRO et al., 1999; SCHWAN-

ESTRADA et al., 2008). Esta enzima pode ser induzida por fatores como injúrias, luz, metais 

pesados, bem como pelo ataque do patógeno, acumulando-se em células próximas ao sítio de 

infecção (GERASIMOVA et al., 2003). 

 

2.3.1.5β-1,3-glucanases (GLU), (EC 3.2.1.6) 

 

As β-1,3-glucanasespertencemà família PR-2 e atuam na parede celular e nos esporos 

dos fungos, hidrolisando um dos principais componentes: a β-1,3-glucana. A hidrólise da β-

1,3-glucana ocorre pela quebra de suas ligações glicosídicas do tipo β-1,3, liberando, 

principalmente, glicose. É uma enzima prontamente induzida, mesmo que pouco expressa 

constitutivamente (WU e BRADFORD, 2003; PASCHOLATI e DALIO, 2018). 

Elas podem ocorrer e agir dentro das células (endoglucanases), apresentando forma 

ácida, ou fora das células (exoglucanases) (MARTINS, 2008).  Apesar de não serem 

produzidas apenas pelas plantas, mas também por organismos como as bactérias, fungos e 

alguns invertebrados (BAUERMEISTER et al., 2010), é nas plantas que se destacam, 

principalmente por atuarem na sua defesa contra patógenos. Os fragmentos glicosídicos 

liberados da parede celular fúngica e da parede celular da própria planta, pelo processo de 

hidrólise da β-1,3-glucana, atuam como elicitores, induzindo mecanismos de defesa da planta 

contra patógenos (PASCHOLATI e DALIO, 2018). 

 

2.5 Rizobactérias promotoras de crescimento como agentes indutores de resistência 

 

Rizobactérias são bactérias da rizosfera com capacidade de colonizar as raízes das 

plantas na presença da microbiota natural do solo. A interação entre bactérias e raízes de 

plantas pode ser benéfica, prejudicial ou neutra (SCHIPPERS et al., 1987). As rizobactérias 

benéficas são encontradas na rizosfera de diversas culturas e 2 a 5% dos isolados dessas 

rizobactérias podem apresentar efeito positivo no crescimento de plantas. Aquelas que 

exercem efeito benéfico no desenvolvimento de plantas através da promoção do crescimento 
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e/ou, proteção contra organismos patogênicos são chamadas de rizobactérias promotoras de 

crescimento de plantas (RPCPs) ou PlantGrowth-Promoting Rizobacteria (PGPR). Entre as 

PGPR, destacam-se as dos gêneros Pseudomonas, Bacillus e actinobacterias do gênero 

Streptomyces (KLOEPPER et al., 1990). 

As RPCPs têm como principal característica a capacidade de colonizar a rizosfera e, 

assim, estimular o seu crescimento a partir da produção de fitohormônios, tais como auxinas, 

citocininas e giberelinas, que são responsáveis pelo crescimento de plantas, desenvolvimento 

de raízes secundárias e pelos radiculares. Dessa forma, a absorção de água e sais minerais é 

aprimorada, reduzindo a vulnerabilidade da planta aos estresses abióticos e bióticos (VIEIRA 

JUNIOR, 2013). 

Rizobactérias têm sido estudadas há vários anos devido a sua capacidade de aumentar 

o crescimento de plantas (BROWN, 1974; HAYAT et al., 2010) e nos últimos anos, o uso de 

PGPR tem sido uma alternativa eficiente no controle de doenças, bem como fertilizantes e 

indutores de resistência, pois possuem como característica antagonista a produção de 

compostos antimicrobianos como compostos voláteis, enzimas hidrolíticas, compostos 

solúveis, além de serem altamente competitivas por recursos do meio (MACHADO et al., 

2012;QIAO et al., 2014; LI et al., 2015; SINGH et al., 2016; BRAGA JR. et al., 2017).  

As rizobactérias, promotoras de crescimento, vêm sendo estudadas como 

controladores biológicos e trabalhos demonstram seu potencial no controle direto e indireto de 

diversos patógenos, bem como na indução de resistência (LI et al., 2015; SINGH et al., 2016).  

 

2.4.1 Bacillus amyloliquefaciens 

 

O gênero Bacillus é amplo e sigificativo em relação ao controle de fitopatógenos. A 

espécie Bacillus amyloliquefaciens é considerada uma RPCP, portanto, não é fitopatogênica. 

Habita naturalmente solos de praticamente todas as regiões do planeta (MENG et al., 2012), 

sendo conhecida por sua elevada capacidade em produzir metabólitos secundários com 

potencial antagonista à microorganismos (GOPAL et al., 2015). 

Durante anos a espécie foi classificada como B. subtilis subsp. amyloliquefaciens, 

devido às suas similaridades. No entanto, estudos demonstraram diferenças em seus genomas, 

levando à classificação como uma nova espécie (PRIEST et al, 1987). B. subtilis dedica 4,5% 

de todo o seu genoma para a síntese de metabólitos secundários, diferenciando-se da nova 

espécie B. amyloliquefaciens, que dedica 8.5% de um genoma total de aproximadamente 340 
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kb. B. amyloliquefaciens pode atuar de diferentes maneiras sobre o patógeno: através de 

competição por recursos no meio, produção de compostos antimicrobianos solúveis e/ou por 

emissão de compostos voláteis antimicrobianos (VINODKUMAR et al., 2017; GUEVARA-

AVENDAÑO et al., 2018). 

Esta espécie de bactéria é móvel, gram-positiva e é em forma de bastonete. Possui 

como característica a produção de endósporos, os quais podem sobreviver durante anos em 

condições adversas, como temperaturas extremas, diferentes pHs, salinidade, assim como à 

aplicação de fungicidas e inseticidas. Tal fato proporciona a esta espécie maior resistência, 

bem como, quando utilizadas no controle de doenças, maior flexibilidade de aplicação quando 

comparadas aos agroquímicos. A espécie ainda proporciona maior resistência à perda de água 

pelas plantas e ao ataque de patógenos a partir da produção de um biofilme ao redor das raízes 

(QIAO et al., 2014, GOPAL et al., 2015).  

Os metabólitos produzidos pela referida espécie podem agir diretamente sobre o 

patógeno através da inibição de crescimento, ou, então, indiretamente, como elicitores, 

induzindo a ativação de mecanismos de defesa da planta. Dentre os metabólitos produzidos, 

destacam-se os lipopeptídeos bacilomicina D, fengicina, surfactina e inturina, que atuam na 

membrana do patógeno; os policetídeos macrolactina e bacilaene; compostos voláteis, como a 

acetoína; e enzimas hidrolíticas como celulase, amilase, protease e quitinase, que possuem 

ação direta, destruindo a parede celular da cutícula de nematóides e fungos fitopatogênicos 

(YAO et al. 2003; AGRIOS, 2004;CHEN et al., 2009; GROVER et al. 2010). 

 A bactéria da espécie B.amyloliquefaciens possui diversas cepasque apresentam 

diferentes níveis de atividade antimicrobiana, bem como produzem diferentes compostos 

antagonistas. Diversos trabalhos demonstram o potencial de diferentes cepas desta espécie 

como biocontroladoras, agindo por antagonismo direto contra o patógeno, e/ou como 

elicitoras na indução de mecanismos de resistência em plantas. A partir disso, a utilização 

desta espécie no manejo de doenças de plantas é uma alternativa para a utilização no manejo 

integrado e/ou no cultivo de plantas orgânicas, onde não se utiliza agroquímicos, 

principalmente para patógenos de dífícil controle (LI et al., 2015; CHOWDHURY et al., 

2015).  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

O experimento foi realizado no Laboratório de Controle Alternativo e Indução de 

Resistência em Plantas a Patógenos e em casa de vegetação da Universidade Estadual de 

Maringá, Maringá-PR, (23°24´13.703"S; 51°56´30.107" W) no período de março de 2018 a 

dezembro de 2019. 

 

3.1 Obtenção e manutenção dos isolados das bactérias com potencial antagonista 

 

As bactérias RB1, RB2 e RB3 foram isoladas a partir da diluição do solo da rizosfera 

do tomateiro e de folhas de tomateiro em placas de Petri contendo meio de cultura ágar 

nutriente (AN). Os três isolados foram selecionados por apresentarem halos de inibição a 

outros microrganismos presentes na placa (Figura 5). Foram realizadas múltiplas repicagens 

em placas com meio ágar nutriente, até obtenção de culturas puras. Os isolados foram 

conservados em tubos de ensaio e placas de Petri contendo meio caldo nutriente (CN) e meio 

AN, respectivamentee mantidos em BOD a 28±2ºC, no escuro.   

 

 
 

Figura 5 - Halo de inibição gerado por um dos isolados de rizobactéria (RB1) aos demais 

microrganismos presentes em placa de Petri com meio AN, após 7 dias de incubação. Fonte: a 

autora 

 

3.2 Issolado de Sclerotinia sclerotiorum  

 

O fungo S. sclerotiorum foi cedido pelo Laboratório de Fitopatologia da 

Universidade Estadual de Ponta Grossa, Ponta Grossa-PR e este foi obtido de escleródios 
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coletados em lavoura de soja, no município de Ventania/PR. O fungo foi mantido em placas 

de Petri com meio BDA em BOD a 24±2ºC, 12h fotoperíodo. 

 

3.3 Confronto direto e compostos voláteis 

 

Os isolados bacterianos foram utilizados em testes de confronto direto com 

S.sclerotiorum,pelo método de pareamento de culturas em placas de Petri proposto por Dennis 

& Webster (1971) com adaptações. Para isto, um disco do micélio do fungo foi disposto a1cm 

de uma das extremidades da placa de Petri contendo meio BDA e nesta mesma placa, paralelo 

ao fungo, a1cm da extremidade, o isolado bacteriano foi repicado (Figura 6a). Para o teste de 

compostos voláteis, o mesmo processo foi realizado, porém, em placas subdivididas, evitando 

assim, o contato direto entre os microrganismos (Figura 6b).  

 

 

Figura 6 – (a) Esquema do teste de confronto direto e (b) do teste de compostos voláteis 

 

O crescimento micelial foi aferido diariamente, a partir de 24h após a incubação, 

pelo método de medidas diametralmente opostas. A partir disso, foi calculada a área abaixo da 

curva do crescimento micelial (AACCM) (SHANER e FINNEY, 1977) e a porcentagem de 

inibição do crescimento micelial (ICM) (SHANER e FINNEY, 1977) por meio das fórmulas a 

seguir: 

AACCM = ∑{[(yi+yi+1)/2]*d},onde yi e yi+1 são os valores de crescimento micelial 

observados em duas avaliações subsequentes e d é o intervalo entre as avaliações. 

ICM = [(ac – at)/ac] x 100, onde ac é área de crescimento micelial do controle e até 

área de crescimento micelial do tratamento. 

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, com 7 

repetições, sendo cada placa uma unidade amostral. Os dados foram analisados no software R 
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(IHAKA & GENTLEMAN, 1996) e as médias foram comparadas a partir do teste de 

SkottKnott a 5% de probabilidade de erro. 

 

3.4 Sequenciamento e manutenção do isolado 

 

Posteriormente à realização do teste de confronto direto e compostos voláteis, o 

isolado que apresentou melhor potencial antagônico a S. sclerotiorum foi enviado para 

identificação por sequenciamento de DNA no Laboratório de Fisiologia e Genética de 

Micororganismos, Departamento de Biologia na Universidade Federal de Lavras. Este foi 

confirmado como B. amyloliquefaciens cepa PKM16 (PKM16) com 98% de similaridade 

(Acesso KF732989.1).O isolado PKM16 foi então mantido em tubos de ensaio e placas de Petri 

contendo meio CN e AN respectivamente, em BOD a 28±2ºC, no escuro.   

 

3.5 Determinação da concentração do mix e do mix autoclavado 

 

As concentrações 0, 20, 30, 40 e 50% do mix (metabólitos produzidos crescimento 

bacteriano+células bacterianas vivas) e do mix autoclavado de B. amyloliquefaciens PKM16 

no controle de S. sclerotiorum foram testadas in vivo e in vitro. Para obtenção do mix e do 

mix autoclavado, 1mL de solução bacteriana (OD600:0.6, cubeta de vidro), que havia sido 

previamente incubada por 48h, 28±2ºC e no escuro em meio caldo nutriente, foi adicionada 

em erlenmeyers com 210 mL de meio CN esterilizado. Os erlenmeyers, foram incubados em 

mesa agitadora por 48h, 180 rpm, 28±2ºC, no escuro. A concentração bacteriana final foi 

aferida em espectrofotômetro a 600nm, em cubeta de vidro.  

No teste in vitro, o tratamento autoclavado foi preparado a partir da adição do caldo 

de crescimento, com 48 horas de agitação, em Erlenmeyers contendo meio BDA nas 

respectivas concentrações e posteriormente autoclavado (121°C, 1 atm, 25 min). Para preparar 

o mix, após 48 horas em agitação, o caldo de crescimento bacteriano foi adicionado em 

Erlenmeyers contendo meio BDA fundente previamente autoclavado (121°C, 1 atm, 25 min). 

A mistura foi realizada quando a temperatura do meio de cultura estava em aproximadamente 

45°C. Utilizaram-se as concentrações de 0, 20, 30, 40 e 50% do caldo bacteriano (Figura 7a). 

O meio de cultura com as diferentes concentrações do mix e mix autoclavado, foi 

vertido em placas de Petri de 8 cm de diâmetro. Após a solidificação do meio, um disco de 8 

mm do micélio de S. sclerotiorum, previamente incubado em BDA por 7 dias, foi adicionado 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF732989.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=JG2XHBF8015


22 
 

nas placas, as quais foram incubadas a 20°C (Figura 7b). O crescimento micelial foi aferido 

diariamente por meio do método de medidas diametralmente opostas, a partir de 24h de 

incubação, até o momento em que o patógeno submetido a testemunha cobrisse 

completamente a placa. Em base disso, foi calculada área abaixo da curva do crescimento 

micelial (AACCM) e inibição do crescimento micelial (ICM), pelas fórmulas citadas no item 

3.2. 

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, com 6 

repetições, sendo cada placa uma unidade amostral. Os dados foram analisados no software R 

(IHAKA & GENTLEMAN, 1996) e as médias foram comparadas com teste de SkottKnott a 

5% de probabilidade. 

 

 

Figura 7 - (a) Erlenmeyers contendo meio de cultura BDA+mix autoclavado de PKM16 e 

meio de cultura autoclavado fundente pronto para receber mix de PKM16; (b) Placa de Petri 

com meio de cultura + tratamento solidificadoe disco de micélio de Sclerotinia sclerotiorum. 

Fonte: a autora 

 

Para o teste in vivo, sementes de tomate cv. Micro-Tom foram semeadas em bandejas 

de poliestireno 128 células, com substrato MecPlant®. O transplantio foi realizado 22 dias 

após a semeadura (DAS), em copos de 500mL contendo solo:areia:substrato MecPlant® 

(1:1:2 v:v:v) (Figura 8) e foram adubados com NPK (1 g de NPK 10.10.10 por litro de 

substrato). 

 

(a) (b) 
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Figura 8 – (a) Mudas de tomate Micro-Tom antes do transplantio; (b) Transplantio de mudas 

de tomate Micro-Tom 22 dias após a semeadura. Fonte: a autora 

 

A diluição dos tratamentos mix e mix autoclavado nas concentrações de 0, 20, 30, 40 

e 50% foi realizada em água destilada autoclavada. Nos tratamentos o Tween20 foi 

adicionado à suspensão a uma concentração de 0,01% como surfactante (uma gota por cada 

300 mL de suspensão). Quando as plantas apresentavam estádio vegetativo de 5 folhas 

verdadeiras (29 DAS) foi realizada a aplicação dos tratamentos em cada unidade amostral 

correspondente (Figura 9) sobre toda a planta até o ponto de escorrimento. 

 

 

Figura 9 – (a) Estádio fenológico de 5 folhas verdadeiras de plantas de tomate Micro-Tom e 

(b) aplicação dos tratamentos com aspersor manual. Fonte: a autora 

(a) (b) 

(b) (a) 
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Após 72h da aplicação dos tratamentos, foi realizada a inoculação do patógeno 

(previamente incubado por 7 dias a 20±2ºC, fotoperiodo de 12h) pelo método da ponteira. 

Este consiste no corte da terceira folha verdadeira do tomateiro, 2 cm de distância da haste 

principal e adição da ponteira com micélio do patógeno (HOFFMAN et al., 2002). As plantas 

foram acondicionadas em câmara úmida e em temperatura de 18±2°C para favorecer o 

desenvolvimento da doença (Figura 10). 

 

 

Figura 10 – (a) Placa com o fungo Sclerotinia sclerotiorum e ponteiras; (b) Inoculação de 

Sclerotinia sclerotiorum pelo método da ponteira; (c) Incubação das plantas após inoculação. 

Fonte: a autora 

 

As avaliações foram realizadas 2 dias após a inoculação, quando a doença chegou até 

a haste principal (Figura 11). Com o auxílio de um paquímetro, foi aferido o desenvolvimento 

da doença na haste, em comprimento (em cm), durante 5 dias. Com os dados obtidos, foi 

calculada a área abaixo da curva do progresso da doença (AACPD) e porcentagem de inibição 

de crescimento (PIC) através das seguintes fórmulas: 

AACPD = ∑{[(yi+yi+1)/2]*d},onde yi e yi+1 são os valores de crescimento micelial 

observados em duas avaliações subsequentes e d é o intervalo entre as avaliações. 

PIC = [(cc – ct)/cc] x 100, onde cc é crescimento do controle ecté crescimento do 

tratamento. 

 

(a) (b) (c) 
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Figura 11 – (a) Sintoma de Sclerotinia sclerotiorum na haste principal da planta de tomateiro 

Micro-Tom no ínicio da infecção; (b) Micélio branco cotonoso crescendo sobre a haste e 

lesão pardo escura encharcada. Fonte: a autora 

 

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, com 6 

repetições, sendo cada planta uma unidade amostral. Os dados foram analisados no software 

R (IHAKA & GENTLEMAN, 1996) e as médias foram comparadas a partir do teste de 

SkottKnott a 5% de probabilidade de erro. 

 

3.6 Efeito residual dos tratamentos 

 

As sementes de tomate Micro-Tom foram semeadas em bandejas de poliestireno 128 

células, com substrato MecPlant® e transplantadas 22 dias após a semeadura (DAS) com 1 

par de folha verdadeira e 1 folha já formada, em vasos de 500 mL contendo 

solo:areia:substrato MecPlant® (1:1:2; v:v:v). A adubação foi realizada com NPK (1 g de 

NPK 10.10.10 por litro de substrato). A aplicação dos tratamentos ocorreu quando as plantas 

de tomate Micro-Tom apresentavam 5 folhas verdadeiras (29 DAS). 

Os tratamentos foram mix 20% e mix autoclavado 20% de PKM16, testemunha 

composta por água destilada autoclavada e produto comercial biológico a base de Bacillus 

subtilis em concentração recomendada (2 a 4 L/ha; 500 – 1000 L/ha) (Figura 12).  

 

(a) (b) 
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Figura 12 - Tratamentos água destilada autoclavada (T), produto comercial a base de Bacillus 

subtilis (PC), mix autoclavado 20% de PKM16 (A) e mix 20% de PKM16 (M). Fonte: a 

autora 
 

Para o preparo do mix e mix autoclavado, o caldo de crescimento bacteriano de 

PKM16 foi preparado, utilizando-se 1 mL de solução bacteriana (OD600:0.6, cubeta de 

vidro), previamente incubada por 48h em meio caldo nutriente, a 28±2ºC e no escuro, que foi 

adicionada em 210 mL de meio caldo nutriente. Os erlenmeyers contendo a solução e meio de 

cultura, foram mantidos em mesa agitadora por 48h, 180 rpm, 28±2ºC (Figura 13).  

 

 

Figura 13 – (a) Preparo de mix e mix autoclavado de PKM16 em ambiente estéril; (b) 

Erlenmeyers com meio de cultura e solução bacteriana; (c) Agitação de Erlenmeyers em mesa 

agitadora 180 rpm, 28±2ºC. Fonte: a autora 

 

Utilizou-se água autoclavada destilada para obter-se a diluição de 20% e Tween20 

(0,01%) foi adicionado à suspensão como surfactante. Os tratamentos foram aplicados sobre 

as folhas da planta até o ponto de escorrimento. O patógeno foi inoculado, pelo método da 

ponteira, nos tempos de 0, 24, 48, 72, 96, 122 e 144h após a aplicação dos tratamentos. As 

T PC A M 

(a) (b) (c) 
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plantas foram acondicionadas em câmara úmida utilizando-se de saco plástico umedecido 

com água destilada esterilizada e mantidas em temperatura de 18±2°C. 

As avaliações foram realizadas 2 dias após a inoculação, momento de início da 

doença na haste principal. O desenvolvimento da doença na haste foi aferido com o auxílio de 

um paquímetro a partir do comprimento ao longo da haste principal. As avaliações foram 

realizadas durante 5 dias após as respectivas inoculações, totalizando 11 dias de avaliação. 

Posteriormente foi calculada a AACPD. O experimento foi realizado em delineamento 

inteiramente casualizado, com 6 repetições, sendo cada planta uma unidade amostral. Os 

dados foram analisados no software R (IHAKA & GENTLEMAN, 1996) e as médias foram 

comparadas a partir do teste de SkottKnott a 5% de probabilidade de erro. 

 

3.7 Avaliação da germinação miceliogênica de escleródios 

 

 O patógeno S. sclerotiorum, previamente mantido em meio BDA durante 7 dias em 

20±2ºC e fotoperíodo de 12h, foi repicado para placas de Petri contendo meio BDA, sob as 

mesmas condições, durante 20 dias para a formação de escleródios (Figura 14a). 

Posteriormente, os escleródios foram desinfestados em álcool 70% por 60 segundos, 

hipoclorito de sódio 2% (v/v) durante 60 segundos e em seguida, em água destilada 

autoclavada (Figura 14b) (MARCUZZO e SCHULLER, 2014).  

Os escleródios desinfestados foram mergulhados durante 10 minutos nos respectivos 

tratamentos: mix20%, mix autoclavado20%, produto comercial e água destilada autoclavada. 

Posteriormente, foram acondicionados em placas de Petri com meio Neon (1 L de BDA+ 

50mg de azul de bromofenol) e incubados em temperatura de 20±2ºC, fotoperíodo de 12h, 

para verificar o poder germinativo (Figura 14c) (adaptado de NAPOLEÃO et al., 2006).  

As avaliações visuais foram diárias, contabilizando o número de escleródios que 

germinaram e emitiram hifas. O experimento foi realizado em delineamento inteiramente 

casualizado, com 6 repetições, sendo a unidade amostral composta por uma placa com 10 

escleródios. Os dados foram submetidos à análise de sobrevivência por meio do cálculo da 

curva de sobrevivência de Kaplan-Meier (1958) (DUDLEY et al., 2016), utilizando a função 

Survfit do pacote Survival no software R. Foi realizada comparação entre as curvas de 

sobrevivência através do teste G-rho (logrank test) (IHAKA & GENTLEMAN, 1996).  
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Figura 14 - (a) Placa com Sclerotinia sclerotiorum de 20 dias de incubação e escleródios; (b) 

escleródios desinfestados prontos para serem tratados; (c) Placa de Petri com meio BDA+azul 

de bromofenol e escleródios tratados. Fonte: a autora 
 

 

3.8 Avaliação de enzimas relacionadas à patogênese 

 

3.8.1 Aplicação dos tratamentos e coleta 

 

As sementes de tomateiro, cultivar de Micro-Tom, foram semeadas e transplantadas 

22 dias após a semeadura (DAS) em vasos de 500 mL contendo solo:areia:substrato 

MecPlant® (1:1:2). A adubação foi realizada com NPK (1 g de NPK 10.10.10 por litro de 

substrato). 

A aplicação dos tratamentos (mix 20% e mix autoclavado 20% de PKM16, água 

destilada autoclavada e produto comercial biológico a base de Bacillus subtilis) ocorreu 

quando as plantas apresentavam 5 folhas verdadeiras (29 DAS). A inoculação do patógeno S. 

sclerotiorum, foi realizada 48h após a aplicação dos tratamentos pelo método da ponteira. 

A coleta para análise enzimática foi realizada durante 7 dias: 0h (antes da aplicação 

dos tratamentos); 24h; 48h; 72h; 96h; 120h e 144h após a aplicação dos tratamentos. Os 

procedimentos de coleta foram realizados todos os dias no mesmo horário, pela manhã. Uma 

folha da respectiva unidade amostral foi retirada (Figura 15), guardada em papel alumínio e 

em gelo para posterior pesagem em balança analítica de precisão. Logo após, as amostras 

foram acondicionadas em congelador a -80ºC até o momento da extração. 

 

(a) (b) (c) 
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Figura 15 – (a) Coleta da folha da unidade amostral para análise enzimática; (b) Folha pronta 

para ser armazenada em papel alumínio e gelo. Fonte: a autora 
 

 

3.8.2 Obtenção do extrato enzimático 

 

Para avaliação, as amostras de aproximadamente 100 mg das plantas foram maceradas 

em almofariz com nitrogênio líquido e homogeneizadas em 4mL de Tampão Fosfato de 

potássio TFK 50 mM pH 7.0+ EDTA 0,1 mM e 1% (p/p) de PVP (poli-vinil-pirrolidona). O 

macerado foi adicionado em microtubos e centrifugado a 14.500 rpm por 30 minutos a 4 °C. 

O sobrenadante foi transferido para novos microtubos previamente identificados e o 

precipitado foi descartado (Figura 16) (LUSSO; PASCHOLATI, 1999). As amostras foram 

então acondicionadas em ultra-frezer a -80ºC até o momento de determinação de conteúdo 

protéico e análise enzimática de peroxidase de guaiacol, catalase, polifenoloxidase, β-1,3 

glucanase e fenilalanina amônia liase. 

 

Figura 16 - Obtenção do extrato enzimático: (a) Folhas maceradas em almofariz; (b) 

Microtubos contendo o extrato enzimático bruto após maceração e microtubos com extrato 

enzimático após centrifugação; (c) Microtubos com o sobrenadante do extrato sendo 

armazenados. Fonte: a autora 

 

(a) (b) 

(a) (b) (c) 
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3.8.3 Análises bioquímicas 

 

3.7.3.1 Proteínas totais 

 

Para a análise das proteínas totais da amostra, foi utilizado o método de Bradford 

(1976) que quantifica a interação entre a proteína de alto peso molecular e o corante Comassie 

Brilhant Blue (BG-250).  Em tubos de ensaio foram adicionados 50 µL de extrato enzimático 

e 2,5 mL de Bradford e homogeneizados em vórtex. Além da amostra, foi preparado o branco, 

adicionando-se 50 µL de extrato enzimático e 2,5 mL de Bradford. Após 5 minutos em 

temperatura ambiente, tempo necessário para ocorrer a reação, foi realizada a leitura em 

espectrofotômetro com cubeta de vidro, em comprimento de onda de 595 nm. Os resultados 

foram de absorbância (ABS).  

Para a determinação da concentração de proteínas em cada amostra, expressa em 

miligrama de proteína por mL de amostra (mg proteína.mL
-1

), foi determinada a curva padrão 

de proteínas y =0,035x + 0,062 (R² = 0,991), onde y é ABS a 595nm e x é a concentração de 

proteína para cada 0.5 mg.mL
-1

 de albumina de soro bovino (Figura 17). A partir desta curva, 

os valores de proteína foram inferidos.     

 

 

Figura 17 - Preparo das concentrações para a determinação da curva padrão de proteínas. 

Fonte: a autora 

 

3.7.3.2 Atividade de peroxidase de guaiacol (POD) (E C 1.11.1.7) 

 

A atividade da peroxidase foi determinada a partir do método espectrofotométrico 

direto, proposto por Lusso e Pascholati (1999). Neste método mede-se a conversão de 

guaiacol em tetraguaiacol. Em uma cubeta de vidro foi adicionado 100 µL do extrato 
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enzimático e 2,9 mL de substrato para enzima. O substrato foi composto de tampão fosfato de 

potássio 0,01M ph 6,0, peróxido de hidrogênio e guaiacol 2%, onde para cada 100mL de 

substrato utilizava-se 99,444 mL, 306 µL e 250 µL respectivamente. O Becker com o 

substrato foi levado ao agitador magnético por 30 segundos e, posteriormente, ao banho-maria 

a 30 ºC por 30 min e durante as leituras.  

Após a adição de extrato e substrato na cubeta, iniciou-se a reação, por um período 

de 2 minutos. A atividade foi determinada pela variação entre os valores extremos localizados 

na faixa de incremento linear e expressa em variação de absorbância por minuto por 

miligrama de proteína (ΔABS.min
-1

. mg proteína
-1

). 

 

3.7.3.3 Atividade de catalase (CAT) (E C 1.11.1.6) 

 

A atividade da catalase foi determinada utilizando a metodologia de Goth (1991), 

modificado por Tománková et al. (2006), sendo determinada pelo complexo estável formado 

por molibdato de amônio com peróxido de hidrogênio. Para tanto, foi preparado uma solução 

de molibdato 32,4 mM (4 g de molibdato para cada 100mL de água destilada) e um substrato 

para reação (99,35mL de TFK 60 mM pH 7,4 e 650 µL de peróxido de hidrogênio - H2O2) 

que foi acondicionado em banho-maria a 38 °C. 

A atividade da enzima foi obtida pela diferença entre amostra e o controle. Para 

determinação da amostra, 100 µL do extrato enzimático e 500 µL de substrato para enzima 

foram adicionados em tubos de ensaio, que reagiram por 4 minutos em banho-maria a 38 °C. 

Para paralisar a reação de consumo de peróxido de hidrogênio, foi adicionado 500 µL de 

solução de molibdato. As leituras do complexo amarelo formado por molibdato e peróxido de 

hidrogênio foram realizadas em espectrofotômetro, com cubeta de quartzo, em comprimento 

de onde de 405nm. 

A determinação do controle consistiu em análise direta em espectrofotômetro 

(405nm) com cubeta de quartzo, de 100 µL de extrato enzimático, 500 µL de solução de 

molibdato e 500 µL de substrato para enzima. A concentração de H2O2, foi determinada 

utilizando-se o coeficiente de extinção є = 0,0655 mM
-1

 cm
-1

, sendo por fim expressa em 

micromol por minuto por miligrama de proteina (µmol. min-1.mg proteína
-1

). 
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3.7.3.4 Atividade de polifenoloxidase (PPO) (E C 1.10.3.2) 

 

A partir da metodologia de Duangmal e Apenten (1999), foi determinada a atividade 

da enzima polifenoloxidase, a partir da quantificação da reação mediada por esta, que é a 

oxidação do catecol convertido em quinona. Para o preparo do substrato para enzima, em um 

Becker envolto por papel alumínio foi adicionado 20 mL de tampão fosfato de potássio 0.1M 

pH 6,8 e 0,04404 g de catecol. Depois de homogeneizado foi levado ao banho-maria a 30 °C.  

Em uma cubeta de quartzo foi adicionado 100 µL da amostra enzimática e 900 µL de 

substrato para enzima. A leitura foi realizada em espectrofotômetro com comprimento de 

onda de 420 nm, a cada 10 segundos por 2 minutos. A atividade da enzima foi determinada a 

partir da variação entre o valor máximo e mínimo no intervalo onde os incrementos de 

atividade foram lineares e foi expressa em variação de absorbância por minuto por miligrama 

de proteína (ΔABS.min
-1

.mg proteína
-1

). 

 

3.7.3.5 Atividade de β-1,3 glucanase (GLU) (E C 3.2.1.6) 

 

A atividade da enzima β-1,3 glucanase foi determinada através da quantificação 

colorimétrica de açúcares redutores liberados a partir da reação da enzima com a laminarina e 

da hidrazida do ácido ρ-hidroxibenzóico (PAHBAH) (VOGELSANG e BRAZ, 1993). Para o 

preparo da amostra foi adicionado 150 µL do extrato enzimático e 150 µL de laminarina (1,5 

mg. mL
-1

) em tubos de ensaio. Estes tubos foram submetidos ao banho-maria por 1 h a 40 °C 

para a ocorrência da reação entre a enzima e a laminarina. Para o controle foi realizado o 

mesmo processo, porém com a adição da laminarina somente após a incubação em 40 ºC por 

1h. 

Posteriormente, os açúcares redutores foram quantificados pelo método de Lever 

(1972), onde 30 µL da solução foram transferidos a novos tubos, adicionados 1,5 mL ácido 

phidroxibenzóico PAHBAH (0,5 g de 4- Hydroxybenhydrazide diluída em 20 mL de HCl 0,5 

M, com adição de 80 mL de NaOH 0,5M) e incubados em banho-maria por 5 min a 100°C, 

onde ocorre a reação entre PAHBAH e açúcares liberados a partir da suposta ação enzimática. 

Os tubos foram então submetidos a um banho de gelo.  

A leitura foi realizada em espectrofotômetro com comprimento de onda de 410 nm em 

cubeta de vidro. A atividade da enzima foi aferida a partir da diferença entre as absorbâncias 

da amostra e do controle, menos a absorbância do branco (laminarina e tampão de extração).  
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A diferença das leituras de absorbância foram plotadas em curva padrão para a glicose y = 

0.1685x + 0.0984 (R²=0.9908), onde y é a absorbância a 410 nm e x é a concentração de 

açúcares redutores e o resultado foi expresso em microgramas de glicose por miligrama de 

proteína (µg glicose.mg proteína
-1

). 

 

3.7.3.6 Fenilalanina amônia liase (PAL) (EC 4.3.1.5) 

 

A atividade da enzima foi determinada medindo a produção de ácido trans-cinâmico 

da L-fenilalanina, seguindo metodologia proposta por Umesha, (2006). Em um Becker, 

posteriormente tampado com papel alumínio, foi dissolvido 0,2065 g de L-Phenilalanine em 

25 mL água estilada, para o preparo do substrato. Para o preparo da amostra, foi adicionado 

em tubos de ensaio 100 µL de extrato enzimático, 400 µL de tampão Tris-HCl 25 mM (pH 

8,8) e 500 µL de substrato. Nos tubos correspondentes ao branco foi adicionado 500 µL de 

tampão Tris-HCl 25 mM (pH 8,8) e 500 µL de substrato. Já no controle, não foi adicionado o 

substrato, apenas 100 µL de extrato e 900 µL de tampão Tris-HCl 25 mM (pH 8,8). 

Os tubos foram acondicionados em banho-maria a 40°C por 1 hora e em banho de 

gelo, com posterior adição de 60 µL de HCl (5 M) para paralisação da reação. As leituras 

foram realizadas em espectrofotômetro com comprimento de onda de 290 nm em cubeta de 

quartzo. A leitura real deu-se pela subtração do branco. O resultado de absorbância final deu-

se pela subtração da leitura real do controle da leitura real da amostra. Este por sua vez foi 

submetido à equação da curva do ácidotrans-cinâmico (y = 4,660x + 0,025 R²=0.996) e o 

resultado final foi expresso em mg de ácido trans-cinâmico por mg de Proteínas (mg ác 

trans.mg proteína
-1

).  

 

3.8.4 Análise estatísticados dados 

 

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, em esquema 

fatorial [(4x6)+1], constituídos pelos tratamentos água, mix, mix autoclavado e produto 

comercial com as diferentes horas de coleta 24h, 48h+inoculação, 72h, 96h, 120h e 144h e um 

tratamento adicional referente à coleta sem a aplicação dos tratamentos. Foram realizadas 7 

repetições, sendo a unidade amostral composta por uma planta. As enzimas foram avaliadas 

em duplicata. Os dados foram analisados no software R (IHAKA & GENTLEMAN, 1996), as 

médias foram comparadas a partir do teste de SkottKnott e a média do tratamento adicional 
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comparada com a média dos demais tratamentos a partir do teste de Dunnett, a 5% de 

probabilidade de erro. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Confronto direto e compostos voláteis 

 

Os isolados de rizobactérias, nas condições do presente estudo, não produziram 

compostos voláteis com potencial inibitório do crescimento micelial de S. sclerotiorum, pois a 

área abaixo da curva do crescimento micelial (AACCM) foi igual à testemunha, a qual não 

havia a rizobactéria (Tabela 1). 

Em relação ao confronto direto, dois isolados promoveram a inibição do crescimento 

micelial de S. sclerotiorum. RB1 e RB2 diferiram da testemunha e entre si, com AACCM de 

9,50 e 12,21 respectivamente. A partir da AACCM, observa-se que o isolado RB3 se igualou 

à testemunha com 14,04, não apresentando capacidade inibitória contra o fungo S. 

sclerotiorum. Da mesma forma, o halo de inibição foi significativamente inferior aos demais 

isolados, sendo quase nulo e PIC inferior a 10% (Tabela 1). 

O melhor isolado foi RB1 com 40,27% de inibição do crescimento in vitro do 

fitopatógeno (Tabela 1). Também observa-se tal comportamento na Figura 18a, que mostra o 

crescimento micelial final (cm) do fitopatógeno quando confrontado com as rizobacterias.  

Além disso, o halo gerado por este isolado é permanente, ou seja, as placas permaneceram em 

BOD durante 1 ano, o meio de cultura secou e o halo permaneceu (Figura 18b). 

 

Tabela 1. Área abaixo da curva do crescimento micelial (AACCM) do fungo Sclerotinia 

sclerotiorum em meio BDA submetidos a três isolados de rizobactérias nos testes de 

confronto direto e compostos voláteis. 

 
Compostos voláteis Confronto direto 

AACCM AACCM ICM 

RB1 4,55 
ns

 9,5 a 40,27 

RB2 5,95 
ns

 12,21 b 25,97 

RB3 5,50
ns

 14,04 c 9,38 

TEST. 5,20 
ns

 15,23 c - 

CV % 18,56 11,38  
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Figura 18 - Crescimento do fitopatógeno Sclerotinia sclerotiorum (cm) na presença de três 

isolados de rizobactérias. Letras iguais não diferem entre si de acordo com o teste de 

SkottKnott (p <0,05) CV: 10,65; (b) Halo de inibição permanente do isolado. 

 

A partir da análise das características de crescimento e morfologia das células e 

colônia e pela coloração de Gram foi possível identificar que os isolados RB1 e RB2 

pertencem ao gênero Bacillus. As células apresentam forma de bastonetes alongados, são 

gram positivas, colônia branca, mucóide e rugosa, de bordas irregulares. As células se 

multiplicavam rapidamente em meio líquido CN (RABINOVITCH e OLIVEIRA, 2015). O 

isolado RB3 apresenta características distintas de morfologia, como colônia branca não 

mucóide, de crescimento lento e células do tipo cocus, possivelmente pertencendo a outro 

gênero de bactérias habitantes do solo.  

As rizobactérias podem atuar de diferentes formas sobre a inibição do patógeno, 

podendo competir por recursos no meio, produção de compostos antimicrobianos solúveis ou 

por emissão de compostos voláteis antimicrobianos (VINODKUMAR et al., 2017; 

GUEVARA-AVENDAÑO et al., 2018). Há pesquisas que mostram a produção de compostos 

voláteis por rizobactérias de caráter antimicrobiano (GAO et al., 2017; MENDEZ-BRAVO et 

al.,2018;GUEVARA-AVENDAÑO, 2019), inclusive no controle in vitro de S.sclerotiorum 

(GIORGIO et al., 2015). Porém, como já ressaltado por Mariano (1993), a sensibilidade de 

resposta dos testes e ensaios pode diferir a partir das diferentes metodologias e variáveis, bem 

Testemunha

B3

B2

B1 d

d(a) 

(b) 

a 

c 
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como dos diferentes isolados de fitopatógenose dos isolados antagonistas. Braga Junior et al. 

(2017), averiguaram diferentes respostas de atividade antagônica in vitro de Bacillus subtilis 

sobre Fusarium subglutinans,Curvularia lunata e Bipolaris sp. a partir de testes com quatro 

metodologias diferentes. Em determinadas metodologias houve inibição de crescimento 

micelial por metabólitos voláteis e/ou por metabólitos termoestáveis e em outras não.  

Em trabalhos realizados por Vieira et al. (2016), que testaram o antagonismo de 

Bacillus subtilis (BSV-05) contra Fusarium solani f.sp. phaseoli, Fusarium oxysporum f.sp. 

phaseoli, Macrophomina phaseolina e Rhizoctonia solani, observaram-se que o isolado 

bacteriano BSV-05 não produziu nenhum metabólito volátil. Michereff (1994), testando 

isolados de B.subtilis contra Colletotrichum graminicola, observaram que os metabólitos 

produzidos pelas bactérias eram antagônicos aos fitopatógenos, termoestáveis, difusíveis e 

não-voláteis. Dessa forma, observa-se que diferentes isolados de Bacillus spp. apresentam 

capacidade de produzir metabólitos com propriedades e modos de ação diferentes. 

Em relação aos antibióticos solúveis, estes solubilizam-se no meio de cultura e entram 

em contato com o patógeno causando antagonismo. Os lipopeptídeos são um exemplo destes 

compostos. Diversos tipos de LPs são produzidos e em diferentes concentrações, dependendo 

do isolado de rizobactéria, bem como do patógeno com o qual é confrontado (YARZABAL e 

CHICA, 2019). Em trabalho realizado por Li et al. (2015), diferentes cepas de B. 

amyloliquefaciens apresentaram diferentes produções de lipopeptdídeos antagonistas em 

confrontos com diferentes patógenos.  

De acordo com inúmeros estudos in vitro (CHOWDHURY et al, 2015), a atividade 

antifúngica de algumas espécies de Bacilllus, como B. amyloliquefaciens é devido à síntese 

não ribossomal dos lipopeptídeos bacilomicina D, fengicina e surfactina. A bacilomicina D 

apresenta forte atividade antifúngica e trabalhos já evidenciaram a sua atividade in vitro 

contra patógenos do gênero Fusarium (XU et al., 2013; LI et al., 2015). Da mesma forma, Li 

et al., (2014), evidenciaram a participação da surfactina no processo antagônico contra S. 

sclerotiorum, Rhizoctonia solani e Fusarium solani; e da fengicina contra Verticillium dahliae 

kleb, Fusarium oxysporum, Fusarium solani e Phytophthora parasítica quando confrontados 

com B. amyloliquefaciens SQR9.  

O controle observado por parte das rizobactérias também pode ser atribuído à possível 

atividade de enzimas hidrolíticas que degradam a parede celular de outros microrganismos. 

Em trabalho realizado por Rocha e Moura (2013), os autores averiguaram que rizobactérias 

do gênero Pseudomonas spp., Bacillus spp. e Streptomyces produziam enzimas relacionados à 
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antibiose in vitro contra Ralstonia solanacearum e Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. 

Alguns isolados do gênero Bacillus produziram quitinase, lipase e apresentaram capacidade 

de solubilizar fosfato de cálcio. Segundo Agrios (2004), a parede celular de fungos é 

composta principalmente por quitina, logo, um biocontrolador capaz de produzir quitinase, 

enzima que hidrolisa a quitina, tem grande potencial de controle. 

A partir dos testes in vitro, verificou-se a capacidade fungitóxica destes isolados, em 

especial o RB1, sobre o S. sclerotiorum. Tais biocontroladores podem agir principalmente por 

antagonismo direto contra o patógeno, todavia, diversos estudos vêm avaliando seu potencial 

como indutores de resistência em plantas (BERNARDES et al., 2010, CHOWDHURY et al, 

2015, HUANG et al., 2016; SINGH et al., 2016). 

 

4.2 Determinação da concentração do mix e do mix autoclavado 

 

O melhor isolado (RB1) em relação ao antagonismo in vitro à S. sclerotiorum foi 

sequenciado e identificado como B. amyloliquefaciens strain PKM16 (PKM16). No teste in 

vitro de melhor concentração, o tratamento mix de PKM16 inibiu completamente o 

desenvolvimento do patógeno em todas as doses testadas. Já em relação ao mix autoclavado, 

houve inibição apenas a partir da dose de 30%, sendo a dose de 50% a que apresentou menor 

AACPD e maior PIC, de 8 e 32%, respectivamente (Figura 19).  

Para a espécie B.amyloliquefaciens 8,5% do genoma (~340 kb) está relacionado com a 

síntese de metabolitos secundários. Dentre os metabólitos produzidos destacam-se os 

lipopeptídeos surfactina, inturina, bacilomicina D e fengicina; os policetídeos macrolactina e 

bacilaene; compostos voláteis como a acetoína; e enzimas hidrolíticas como celulase, amilase, 

protease e quitinase, os quais podem estar diretamente ligados à inibição do crescimento de 

fitopatógenos e/ou na atuação como elicitores na indução de mecanismos de resistência da 

planta (CHEN et al., 2009). 
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Figura 19 – (a) Área abaixo da curva do crescimento micelial (AACCM) do fungo Sclerotinia 

sclerotiorum em meio BDA (in vitro) na presença de diferentes concentrações de mix 

autoclavado (células lisadas e metabólitos) de Bacillus amyloliquefaciens cepa PKM16; (b) 

Placas de Petri com Sclerotinia sclerotiorum na presença de diferentes tratamentos aos 3 dias 

após incubação e (c) 7 dias após incubação. Médias seguidas por letras iguais não diferem 

entre si pelo teste de ScottKnott (p<0,05). CV (%): 19,73. 

 

O efeito do tratamento com o mix autoclavado e do tratamento com o mix nas 

diferentes concentrações, foi diferente sobre o crescimento micelial de S. sclerotiorum. Dentre 

todos os prováveis compostos de caráter antimicrobiano produzidos pelo isolado B. 

amyloliquefaciens PKM16, alguns possivelmente possuem característica termolábil, ou seja, 

não suportaram a autoclavagem (121ºC, 1 atm por 25 min). Dessa forma, uma parte destes 

compostos pode ter sido degradada, restando uma menor concentração, ou restando apenas os 
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compostos com ação não tão efetiva sobre o patógeno. Outra justificativa para o fato de o 

tratamento mix ter sido melhor que o mix autoclavado é a união do fator antibiose com 

competição por recursos, visto que as células vivas bacterianas de B. amyloliquefaciens, não 

presentes no mix autoclavado, podem ter competido por nutrientes e espaço do meio com S. 

sclerotiorum. 

Em trabalhos realizados por Furlani et al. (2007), foi possivel verificar que o 

tratamento com o mix autoclavado de Bacillus spp. não apresentou atividade antagonista in 

vitro contra Colletotrichum acutatum, mas que o filtrado de cultura bacteriana foi altamente 

eficiente para inibir o crescimento micelial do fungo. Neste caso, como a solução foi filtrada, 

não havia células para o efeito de competição de recursos, apenas metabólitos produzidos. 

Logo, os metabólitos antagonistas eram totalmente termolábeis.  

Com relação ao fator concentração do caldo, resultados semelhantes foram 

encontrados por Gomes et al., (2001), em teste in vitro com caldo de B. subtilis autoclavado e 

não autoclavado nas concentrações de 10%; 50% e 100% na germinação de conídios de 

Cylindrocladium spathulatum. Esses autores averiguaram inibição maior nas concentrações 

de 50 e 100 %, diferente do encontrado no presente trabalho com B. amyloliquefaciens, onde 

20% de mix já foi suficiente para inibição total. Da mesma forma, Gomes et al., (2001) 

também observaram que o caldo sem autoclavagem causou maior inibição na germinação de 

conídios de C. spathulatum.Venturini et al.(2014), mostraram que a concentração de 10% de 

caldo autoclavado de um isolado de B.subtilis já é suficiente para inibição do crescimento 

micelial de Thielaviopsis paradoxa. 

Os resultados obtidos in vitro mostraram que o B. amyloliquefaciens PKM16 foi 

eficiente na inibição do crescimento de S.sclerotiorum. Mesmo sendo um teste importante em 

análises primárias, o teste in vivo é essencial para a escolha da melhor concentração, visto que 

há a interação patógeno-hospedeiro, além de variáveis não controladas como temperatura e 

umidade (AMORIM et al., 2018). 

No teste in vivo, a testemunha apresentou AACPD de 16. O mix de B. 

amyloliquefaciens foi diferente da testemunha em todas as doses testadas, as quais não 

diferiram entre si, com média de AACPD e PIC de 11e 32%, respectivamente. Já em relação 

ao mix autoclavado, foi possível observar que a AACPD diminuiu apenas nas doses de 20 e 

30%, com AACPD de 12 e 9 e PIC de 33 e 25%, respectivamente, igualando-se aos 

tratamentos com o mix. Porém houve um incremento no desenvolvimento da doença nas 

doses de 40 e 50%, não diferindo da testemunha (Figura 20).  
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No teste in vivo, ao contrário do teste in vitro, não ocorreu inibição total do patógeno 

quando a planta foi tratada com mix. Da mesma forma, a resposta dose dependente obtida no 

teste in vitro para o mix autoclavado, também mudou no teste in vivo. Logo, ocorreu inibição 

do patógeno, mas distinta do teste em condições controladas e sem o hospedeiro. 

Em trabalho realizado por Maciel et al. (2014), em teste de antagonismo de B. subtilis 

(UFV3918) contra Fusarium sambucinum em Pinus elliottii, a ação antagonista foi observada 

nos testes in vitro e in vivo, porém em intensidades diferentes, sendo inferior no teste in vivo. 

Rocha e Moura (2013), realizaram o mesmo teste em duas épocas diferentes e averiguaram 

que um isolado de Bacillus apresentou eficiência em apenas uma delas, onde as condições de 

temperatura foram mais amenas e menos favorável para o patógeno. Tal fato comprova a 

influência dos fatores clima e planta na ação de biocontrole (AMORIM et al., 2018). 

 

Figura 20 - Área abaixo da curva do progresso da doença (AACPD) do fungo Sclerotinia 

sclerotiorum em plantas de tomate cv. Micro-Tom (in vivo) submetidos às concentrações de 0, 

20, 30, 40 e 50% de mix autoclavado (A) e mix (M) de Bacillus amyloliquefaciens cepa 

PKM16. Médias seguidas por letras iguais não diferem entre si pelo teste de ScottKnott 

(p<0,05).CV (%) 22,51. 

 

 A partir dos testes realizados foi possível concluir que a melhor concentração de mix e 

mix autoclavado é a de 20%. Li et al. (2015), quantficaram F.oxysporum, B.cinerea e 

Alternaria ssp. na rizosfera do pepino depois de tratadas com 1% e 10% de 

B.amyloliquefaciens LJ02, verificando que 10% foi mais eficiente. 
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4.3 Efeito residual 

 

As plantas inoculadas com o patógeno 48h depois de serem tratadas apresentaram 

menor AACPD. Em 48h, os tratamentos mix de PKM16 e o produto comercial foram os que 

apresentaram melhores resultados, não diferindo entre si e diferindo da testemunha, com PIC 

médio de 35%. Da mesma forma, o mix autoclavado de PKM16 apresentou menor AACPD 

nas plantas inoculadas com 48h, diferindo da testemunha. Em 24h o melhor tratamento foi o 

produto comercial e em 72h o melhor tratamento foi o mix. Houve uma queda no 

desenvolvimento do patógeno em 96h para todos os tratamentos, porém apenas o mix de 

PKM16 e o produto comercial diferiram da testemunha. Em 0h e 120h não houve diferença 

entre os tratamentos (Tabela 2).  

 

Tabela 2 – Área abaixo da curva do progresso da doença (AACPD) causada por Sclerotinia 

sclerotiorum, inoculados em diferentes dias em plantas de tomate cv. Micro-Tom, submetidos 

a tratamento prévio mix e mix autoclavado de Bacillus amyloliquefaciens PKM16 em 

concentração de 20%, água e produto comercial a base de Bacillus subtilis 

 
Mix 

autoclavado 
Mix 

Produto 

Comercial 

Testemunha 

Água 

0h 19,14 Ba 18,80 Ca 17,42 Ca 19,50 Ba 

24h 15,67Ab 14,98 Bb 12,93 Aa 16,88Ab 

48h 13,88Ab 11,19 Aa 11,36 Aa 17,52 Ac 

72h 16,31Ab 13,71 Ba 15,96Bb 17,79Ab 

96h 16,31Ab 13,04 Ba 14,56 Ba 16,32Ab 

120h 18,65 Ba 19,99 Ca 20,77 Da 20,82 Ba 

144h 17,20Ba 20,72 Cb 20,77Db 18,75 Ba 

CV 12,66% 

Médias seguidas de letras maiúsculas iguais não diferem entre si nas colunas, médias seguidas de letras 

minúsculas iguais não diferem entre si nas linhas 

 

Sendo assim, o efeito residual do mix de PKM16 (metabólitos produzidos+células 

bacterianas) pode ser considerado de 96h onde houve diferença significativa com relação à 0h 

e também em relação à testemunha. Portanto, nestas condições, o produto deve ser reaplicado 

a cada 4 dias, para o manejo de Sclerotinia sclerotiorum em plantas de tomate Micro-Tom. 

Com 120h o mix perdeu efeito sobre o controle do mofo branco. Já o efeito residual do mix 

autoclavado do caldo de PKM16 é de 48h, ou seja, a cada 2 dias o produto deve ser 
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reaplicado. As condições onde o experimento foi conduzido eram em temperatura e umidade 

totalmente favoráveis ao patógeno. Logo, acredita-se que o efeito residual poderia ter sido 

maior, se o experimento tivesse sido conduzido em temperaturas favoráveis à rizobactéria. 

Como foi obervado, o efeito residual do mix autoclavado foi menor em relação ao 

mix. A justificativa é a mesma do teste de melhor concentração. A termolabilidade de 

compostos antagonistas produzidos por B. amyloliquefaciens PKM16, ou seja, não 

suportaram a autoclavagem (121ºC, 1atm, 25 min), é uma das justificativas deste resultado. 

Logo, é possível que a concentração de compostos com potencial antagonista tenha dimiuído, 

ou restado apenas compostos de ação não tão efetiva. O fato das células bacterianas também 

estarem presentes no mix, também deve ser considerado, destacando-se neste caso o 

antagonismo pela competição por recursos.  

 

4.4 Germinação miceliogênica de escleródios 

 

Com os resultados obtidos da porcentagem de germinação dos escleródios, foi possível 

observar que aqueles tratados apenas com água começaram a germinar já no 3º dia de 

incubação, germinando quase que totalmente no 5º dia (Figura 21a). Os escleródios tratados 

com mix PKM16 autoclavado germinaram em sua totalidade no 7º dia, porém observa-se que 

a germinição iniciou-se mais tardiamente em relação à testemunha (Figura 21b) diferindo 

estatisticamente desta.  

Já os tratados com o produto comercial a base de B. subtilis apresentaram curva 

estatisticamente igual ao do mix PKM16 autoclavado, mesmo observando-se uma velocidade 

de germinação inferior (Figura 21c), ambos diferindo da testemunha. O tratamento mix de 

PKM16 foi superior aos demais em relação à inibição de germinação de escleródios, pois no 

7º dia onde os demais tratamentos já apresentavam germinação total, este mostrava inibição 

de quase 30% (Figura 21d). 

Giorgio et al. (2015) averiguaram que isolados de rizobactérias pertencentes aos 

gêneros Pseudomonas e Bacillus produziram compostos voláteis com potencial inibitório de 

germinação de escleródios de S. sclerotiorum. Isto demonstra que o gênero apresenta 

potencial antimicrobiano. Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram a ação 

antimicrobiana de B. amyloliquefaciens cepa PKM16, bem como, de B. subtilis (produto 

comercial) mesmo sendo inferior ao PKM16. 
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É possível que o tempo de exposição dos escleródios aos tratamentos influencie nos 

resultados, logo, se aumentado o tempo em que os escleródios foram submersos nos 

respectivos tratamentos, há a possibilidade de haver acréscimo de inibição. 

 

 

  

Figura 21 - Inibição de germinação de escleródios de Sclerotinia sclerotiorum submetidos aos 

tratamentos (a) água destilada autoclavada, (b) mix autoclavado de PKM16 20%, (c) Produto 

comercial a base de Bacillus subtilis e (d) mix de PKM16 20% 

 

Os escleródios apresentam elevada resistência a fatores ambientais adversos, podendo 

sobreviver no solo durante anos em condições desfavoráveis e sem hospedeiro (LANE et al., 

2019), o que dificulta o controle da doença mofo branco. Dessa forma, o conhecimento do 

efeito antagonista do isolado B. amyloliquefaciens cepa PKM16 na germinação de escleródios 
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é de suma importância, pois torna o mesmo um possível agente de biocontrole a ser integrado 

ao controle da referida doença. 

 

4.5 Ativação de enzimas relacionadas à patogênese 

 

As proteínas relacionadas à patogênese são ativadas como mecanismos de defesa da 

planta por indutores bióticos e abióticos. O fitopatógeno também pode desencadear respostas 

de defesa quando infectam a planta (PASCHOLATI e DALIO, 2018) e a partir disso as 

análises bioquímicas foram realizadas em plantas de tomateiro submetidas ao tratamento com 

B. amyloliquefaciens PKM16 e que também foram inoculadas com patógeno S. sclerotiorum.  

Trabalhos demonstram a eficiência de diferentes cepas de B. amyloliquefaciens na 

indução de genes relacionados à defesa das plantas, bem como em união à inoculação do 

patógeno. A expressão de genes PR-1 no pepino foi expressiva no segundo e terceiro dia após 

aplicação de B. amyloliquefaciens FJ02 (LI, 2015). Em relação a experimentos onde ocorre a 

inoculação do patógeno, Huang et al. (2016) avaliaram em plantas de tomate Micro-Tom 

tratadas com B. amyloliquefaciensWF02, expressão acentuada de genes relacionados à 

patogenese no primeiro dia após inoculação de Ralstonia solanacearum. 

 

4.5.1 Atividade de Peroxidase de guaiacol (POD) 

 

A atividade da enzima foi expressiva nas 48h após a inoculação do patógeno (96h após 

a aplicação dos tratamentos - AAT), onde o mix autoclavado foi o melhor tratamento, seguido 

pelos tratamentos com água, produto comercial e mix. Nesse período iniciou-se o processo de 

colonização do fungo. Em 96h após a inoculação do patógeno (144h AAT), a atividade da 

enzima foi maior, onde o produto comercial apresentou melhores resultados, seguido por mix 

autoclavado e água, e por fim o mix (Figura 22). Como a testemunha também apresentou 

comportamento semelhante, acredita-se que a atividade da enzima está relacionada com a 

colonização do patógeno (AMORIM e PASCHOLATI, 2018).  
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Figura 22 - Atividade da enzima Peroxidase de guaiacol – POD (ΔABS.min
-1

.mg proteína
-1

) 

em plantas de tomate Micro-Tom as 24, 48, 72, 96, 120 e 144 horas após a aplicação dos 

tratamentos (AAT) mix 20% e mix autoclavado 20% de Bacillus amyloliquefaciens PKM16, 

produto comercial e água destilada autoclavada; e com inoculação de Sclerotiniasclerotiorum 

em 48h AAT. Barras referem-se ao desvio padrão da média. 

 

4.5.2 Atividade de Catalase (CAT) 

 

A atividade da enzima começou a crescer a partir da inoculação do patógeno. Com 

24h após a inoculação (72h AAT), a atividade aumentou consideravelmente nas plantas 

tratadas com produto comercial, mix e mix autoclavado. Porém, a maior atividade da enzima 

foi observada nas plantas tratadas pelo produto comercial, seguido pelo mix autoclavado de 

PKM16 com 96h após inoculação do patógeno (144h AAT) (Figura 23). 
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Figura 23 - Atividade daenzima Catalase – CAT (µmol. min
-1

.mg proteína
-1

) em plantas de 

tomate Micro-Tom as 24, 48, 72, 96, 120 e 144 horas após a aplicação dos tratamentos (AAT) 

mix 20% e mix autoclavado 20% de Bacillus amyloliquefaciens PKM16, produto comercial e 

água destilada autoclavada; e com inoculação de Sclerotinia sclerotiorum em 48h AAT. 

Barras referem-se ao desvio padrão da média. 

 

Ambas as enzimas CAT e POD apresentaram pico nas 96h após a inoculação do 

patógeno (144h AAT), período em queo processo de colonização do fungo está ocorrendo. 

Desta maneira, onde o fungo desenvolveu-se mais rápido, observa-se o pico da produção 

destas enzimas. Os tratamentos induziram a atividade de CAT e POD, mas seu efeito foi 

diluído pela influência do patógeno que é extremamente agressivo, principalmente 

acometendo plantas de tomate Micro-Tom, que é rapidamente tomado pela doença em 

condições normais. 

O fungo S. sclerotiorum é um patógeno extremamente agressivo, que produz enzimas 

que degradam a parede celular das células vegetais (JACCOUD FILHO et al., 2017; 

PASCHOLATI e DALIO, 2018). A ação deste patógeno nas plantas de tomates Micro-Tom, 

advinda da inoculação 48h após a aplicação dos tratamentos, causa estresse biótico severo às 

plantas. As respostas bioquímicas da planta podem ser ativadas em função à exposição ao 

estresse, as quais envolvem a expressiva biossíntese de espécies reativas de oxigênio, como o 

H2O2, que causam danos oxidativos em proteínas, lipídios e ácidos nucléicos. Este fenômeno 

é chamado de estresse oxidativo (STANGARLIN et al., 2011; BARBOSA et al., 2014). 

Marek (2018) observou em plantas de tomateiro tratadas com estrobilurinas e carboxamidas, 
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que o aumento significativo da produção de espécies reativas de oxigênio (O2
-
) ocorreu em 

função do início do desenvolvimento da doença pinta preta, causado por A.solani. 

Para combater o estresse oxidativo causado pelas EROs, as plantas utilizam seus 

sistemas antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos para desintoxicar as células 

(BARBOSA et al., 2014; RECZEK e CHANDEL, 2015). Segundo Sharma et al. (2012), o 

estresse causado por fitopatógenos tem como primeira resposta a explosão oxidativa. Em 

consequência, ocorre o aumento na atividade de enzimas como a catalase e peroxidase, 

responsáveis pela antioxidação. Marek (2018) também observou que a atividade da POD foi 

influenciada pela presença do patógeno A.solani no tomateiro. 

A enzima peroxidase oxida material orgânico através da eliminação do peróxido de 

hidrogênio no citosol e cloroplastos, utilizando os compostos fenólicos como doadores de 

elétrons (BAYSAL et al., 2003; LOCATO et al., 2010).O aumento da atividade de POD a 

partir do 3º dia da aplicação de tratamentos também foi observado por Li et al. (2015), onde 

averiguaram atividade máxima no 7º dia, provavelmente devido a produção em excesso de 

H2O2.  

Da mesma forma, a enzima catalase (CAT) também reduz o excesso de EROs, 

detoxificando o H2O2 e convertendo-os em oxigênio (02) e água (H2O). A atividade da CAT é 

evidente e eficaz, principalmente em altas concentrações de H2O2, logo, é uma importante 

enzima em condições de estresse severo (SEDLAROVA et al., 2007; DUBEY, 2010). 

O fungo S. sclerotiorum secreta ácido oxálico, um ácido di-carboxílico que facilita a 

colonização do fungo, pois induz a morte celular no hospedeiro e regula a expressão de 

EROS. No início da infecção, essa substância mantem a expressão de EROS estável, para que 

a planta não reconheça o fungo e então seja bem sucedido na colonização. Nas fases 

posteriores a infecção, a indução de EROs e apoptose celular do hospedeiro são críticas 

(KABBAGE et al., 2015).  

As EROs apresentam funções biológicas distintas dependendo da sua concentração 

no hospedeiro. Quando estão presentes em altas concentrações, causam sérios danos aos 

componentes celulares, mas em baixas concentrações atuam como sinalizadores bioquímicos 

para a cascata de sinais e ativação de genes de defesa (SHARMA et al., 2012). 
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4.5.3 Atividade de Fenil alanina amônia-liase (PAL) 

 

O pico de atividade de PAL ocorreu na planta testemunha, seguido pelos tratamentos 

com mix autoclavado de PKM16, em 96h após a inoculação (144h ATT). Apesar deste pico, 

provavelmente por interferência do patógeno, os tratamentos de PKM16 foram expressivos na 

indução da PAL no 3º dia após a aplicação dos tratamentos (Figura 24). Li et al. (2015) 

verificaram que plantas de pepino tratadas com B. amyloliquefaciens LJ02 apresentaram 

incremento de atividade de PAL no 3º dia, onde as tratadas foram significativamente maiores 

que a testemunha.  

 

 

 

Figura 24 - Atividade da enzima Fenilalanina amônia-liase – PAL (mg  ác trans.mg proteína
-1

) 

em plantas de tomate Micro-Tom as 24, 48, 72, 96, 120 e 144 horas após a aplicação dos 

tratamentos (AAT) mix 20% e mix autoclavado 20% de Bacillus amyloliquefaciens PKM16, 

produto comercial e água destilada autoclavada; e com inoculação de Sclerotinia sclerotiorum 

em 48h AAT. Barras referem-se ao desvio padrão da média. 

 

Observa-se que da mesma forma que POD e CAT, a PAL foi fortemente influenciada 

pela colonização do patógeno. Marek (2018) observou que a atividade de PAL aumentou em 

resposta ao estresse causado pela infecção do patógeno nas testemunhas. Huang et al. (2016) 

testou inoculação de R. solanacearum em tomates tratados com B. amyloliquefaciens WF02 

eaverigou atividade expressiva de PAL no 3º dia após inoculação do patógeno, onde observa-

se, no presente trabalho, um pico da expressão da enzima com a testemunha. 
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A fenilalanina amônia-liase atua na defesa da planta e está relacionada com a síntese 

de compostos fenólicos (OLIVEIRA et al., 2016). Marek (2018) demonstrou esta relação em 

plantas de tomateiro, tratadas com estrobilurinas e carboxamidas e inoculadas com A.solani, 

onde as maiores concentrações de compostos fenólicos foram influenciadas pela atividade da 

enzima PAL, pois os picos são observados nos mesmos horários. Os compostos fenólicos 

possuem atividade redutora, protegendo o sistema de defesa da planta, podendo atuar como 

substratos para a síntese de lignina (LI e STEFFENS, 2002; GERASIMOVA et al., 2003; 

SILVA et al., 2010). 

 

4.5.4 Atividade dePolifenoloxidase (PPO) 

 

O pico de atividade de PPO foi em 24h após inoculação (72h AAT) em plantas 

tratadas com mix de PKM16. Em 48h após a inoculação (96h AAT) o melhor foi o mix e os 

demais não diferiram entre si (Figura 25). Os resultados se asemelham aos encontrados por 

Li et al. (2015), onde a atividade de PPO aumentou rapidamente no terceiro dia de aplicação 

de 1% de B. amyloliquefaciens LJ02. As PPOs tem sua atividade aumentada após a 

ocorrência de danos na célula (THIPYAPONG et al., 2004), logo está diretamente relacionada 

a penetração do patógeno. 

A enzima polifenoloxidase PPO está fortemente relacionada à PAL, pois oxida os 

compostos fenólicos, favorecendo a formação de H2O2 e colaborando com a biossíntese de 

lignina (YUAN et al., 2002). Um destes fenóis é o ácido clorogênico e o produto da sua 

oxidação pode dificultar a entrada de patógenos na planta, a partir da formação de barreiras 

fenólicas polimerizadas na parede celular, e/ou gerarem um ambiente desfavorável para o 

desenvolvimento do patógeno. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



51 
 

 

 

Figura 25 - Atividade da enzima Polifenoloxidase – PPO (ΔABS.min
-1

.mg proteína
-1

) em 

plantas de tomate Micro-Tom as 24, 48, 72, 96, 120 e 144 horas após a aplicação dos 

tratamentos (AAT) mix 20% e mix autoclavado 20% de Bacillus amyloliquefaciens PKM16, 

produto comercial e água destilada autoclavada; e com inoculação de Sclerotinia sclerotiorum 

em 48h AAT. Barras referem-se ao desvio padrão da média. 

 

 

4.5.5 Atividade de β-1,3 glucanase (GLU) 

 

Além das enzimas POD, CAT, PPO e PAL, pode-se citar como enzima sinalizadora de 

respostas de indução de resistência, a enzima β-1,3-glucanase. A atividade de β-1,3 glucanase 

começou a crescer 48h após a aplicação dos tratamentos, ou seja, no dia da inoculação do 

patógeno. O pico de atividade ocorreu em 96h após a inoculação (144h AAT) com mix de 

PKM16. Em 24h após a inoculação, o produto comercial foi o melhor tratamento em relação a 

atividade da enzima (Figura 26).  
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Figura 26 - Atividade da enzima β-1,3 glucanase – GLU (µg glicose.mg proteína

-1
) em 

plantas de tomate Micro-Tom as 24, 48, 72, 96, 120 e 144 horas após a aplicação dos 

tratamentos (AAT) mix 20% e mix autoclavado 20% de Bacillus amyloliquefaciens PKM16, 

produto comercial e água destilada autoclavada; e com inoculação de Sclerotinia sclerotiorum 

em 48h AAT. Barras referem-se ao desvio padrão da média. 

 

 

A β-1,3-glucanase está relacionada à hidrólise da parede celular de fungos. Quando o 

patógeno infecta a planta, ocorre uma pequena síntese de β-1,3-glucanase que atua na lamela 

média das plantas. À medida que o patógeno cresce, as hifas são degradadas pela enzima e 

estas estruturas hidrolisadas atuam como sinalizadores e induzem à síntese, em maior 

concentração, de β-1,3-glucanases. Quanto mais o patógeno consegue colonizar, mais 

enzimas são liberadas para conter a colonização (STANGARLIN et al., 2011).  

A atividade enzimática observada neste trabalho pode ter sido induzida por 

metabólitos produzidos pela bactéria, pelas próprias células bacterianas e pelo próprio 

patógeno. Todas estão de fato relacionadas à defesa da planta e ao estresse biótico. O 

tomateiro Micro-Tom apresenta um ciclo de vida extremamente curto (TANKSLEY, 1993; 

MEISSNER et al., 1997), logo deduz-se que seu metabolismo é extremamente rápido. Em 

adição, o fungo S. sclerotiorum é extremamente agressivo (JACCOUD FILHO et al., 2017), 

destruindo completamente as plantas de tomate Micro-Tom em menos de uma semana. A 

união destes dois fatores explica a acentuada influência do desenvolvimento do patógeno na 

ativação enzimática em 6 dias após a inoculação. 

0,00

0,02

0,04

0,06

0,08

0,10

0,12

0,14

0,16

24h 48h 72h 96h 120h 144h

µ
g
 g

li
c
o
se

.m
g
 p

r
o
te

ín
a

-1

Inoculação

GLU



53 
 

Esta expressiva indução diluiu a indução da atividade das enzimas realizada pelos 

tratamentos a base de PKM16 e do produto comercial a base de B. subtillis. Tratamentos 

como a testemunha e o mix autoclavado de PKM16, que nos ensaios anteriores já se mostrou 

não tão eficiente quanto o mix no controle do mofo branco, foram os que se destacaram no 6º 

dia. Logo, conclui-se que, como não são tão eficientes, o patógeno se desenvolveu mais em 

relação ao mix e ao produto comercial, causando maior estresse à planta e, em consequência, 

maior ativação das enzimas. Observa-se, portanto, que as células lisadas presentes no mix 

autoclavado não liberaram oligômeros suficientes para induzir respostas de defesa pela planta, 

bem como alguns dos compostos produzidos são termolábeis. 
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5 CONCLUSÕES 

 

i) A rizobactéria Bacillus amyloliquefaciens cepa PKM16 é antagonista ao fungo Sclerotinia 

sclerotiorum, mostrando-se eficiente na inibição de seu crescimento micelial in vitro; 

ii) A concentração mínima do caldo bacteriano que melhor inibiu o desenvolvimento do 

fungo foi de 20%; 

iii)  O efeito residual da aplicação das células bacterianas juntamente com seus metabólitos 

(mix) em plantas de tomate Micro-Tom é de quatro dias, superior ao mix autoclavado, que 

é de dois dias; 

iv)  O tratamento PKM16 mix foi superior aos demais em relação à inibição de germinação de 

escleródios, com inibição de quase 30% no 7º dia; 

v) A aplicação dos tratamentos a base de PKM16 induziu a atividade das enzimas peroxidase 

de guaiacol, catalase, fenil alanina amônia-liase, polifenoloxidase e β-1,3-glucanase. 
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