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RESUMO 

 

 

 

SPANHOL, Denise Pauletto, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, abril de 2017. 
Potencial de bactérias para promoção do crescimento vegetal e produção de 
compostos relacionados ao sistema de defesa em plantas de soja. Orientador: José 
Rogério de Oliveira. Coorientadores: Bianca Obes Corrêa e Hélvio Gledson Maciel 
Ferraz. 

 

 

Este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de bactérias isoladas de solo sob 

o cultivo de cana-de-açúcar em dois cultivares de soja na promoção de crescimento 

vegetativo, na produção de compostos relacionados ao sistema de defesa em 

condições in vivo e no controle biológico do mofo-branco. Os ensaios foram 

realizados com as bactérias antagonistas Fit 09 (Bacillus cereus) e Fit 62 (Bacillus 

thuringiensis), com o fungo Sclerotinia sclerotiorum e com os cultivares de soja 

M6210 IPRO e Brasmax Garra IPRO. Nos ensaios in vivo foi avaliada a capacidade 

das bactérias na promoção do crescimento de plantas de soja e na constituição dos 

compostos secundários produzidos pelas plantas oriundas de sementes 

microbiolizadas com suspensões bacterianas. Foi avaliada também a compatibilidade 

de Bradyrhizobium japonicum com as bactérias Fit 09 e Fit 62, e o ensaio de controle 

do mofo-branco in vitro se deu por meio de bioensaios com folhas destacadas e in 

vivo, com a microbiolização das sementes dos dois cultivares com suspensões dessas 

bactérias. No ensaio de promoção de crescimento, as bactérias aumentaram o poder 

germinativo do cultivar M6210 IPRO. A avaliação da massa de matérias fresca e 
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seca não apontou diferenças, e a análise fitoquímica revelou que as bactérias 

auxiliam positivamente a produção dos compostos relacionados ao sistema de defesa, 

principalmente no cultivar Brasmax Garra IPRO. As bactérias Fit 09 e Fit 62 

apresentaram compatibilidade com B. japonicum, ressaltando-se que no ensaio de 

controle biológico in vitro foi verificado que a bactéria Fit 09 teve controle superior a 

70% em ambos os cultivares, enquanto no controle  in vivo, a doença não se 

manifestou.  
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ABSTRACT 

 

 

 

SPANHOL, Denise Pauletto, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, April, 2017. 
Potential of bacteria to promote plant growth and production of compounds 
related to the defense system in soybean plants. Adviser: José Rogério de Oliveira. 
Co-Advisers: Bianca Obes Corrêa and Hélvio Gledson Maciel Ferraz. 
 

 

The objective of this work was to evaluate the potential of isolated soil bacteria 

under sugarcane cultivation in two soybean cultivars, in the promotion of vegetative 

growth and in the production of compounds related to the defense system in in vivo 

conditions, and in the Biological control of white mold. The assays were performed 

with the antagonistic bacteria Fit 09 (Bacillus cereus) and Fit 62 (Bacillus 

thuringiensis), with the fungus Sclerotinia sclerotiorum and with soybean cultivars 

M6210 IPRO and Brasmax Garra IPRO. The in vivo assays evaluated the ability of 

bacteria to promote the growth of soybean plants and the formation of the secondary 

compounds produced by plants derived from microbiolized seeds with bacterial 

suspensions. The compatibility of Bradyrhizobium japonicum with the Fit 09 and Fit 

62 bacteria was also evaluated, and the in vitro white mold control assay was 

performed by means of detached and in vivo leaf bioassays with the microbiolization 

of the seeds of the two cultivars Suspensions of Fit 09 and Fit 62 bacteria. In the 

growth promoting assay, bacteria increased the germinative power in the cultivar 

M6210 IPRO, in the evaluation of the fresh and dry mass there were no differences 

and in the phytochemical analysis, the bacteria positively in the production of the 
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related compounds to the defense system, mainly in the cultivar Brasmax Garra 

IPRO. The bacteria Fit 09 and Fit 62 showed compatibility with B. japonicum and in 

the biological control test in vitro, it was verified that the bacterium Fit 09 promoted 

control superior to 70% in both cultivars and in vivo the disease did not manifest 

itself.  

 
 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

 

 

 A cultura da soja (Glycine max (L.) Merrill) é considerada uma das mais 

importantes culturas agrícolas do país devido ao seu considerável valor 

socioeconômico, determinado pela ampla utilização dos seus produtos, subprodutos e 

expressão nos mercados externo e interno (RESENDE, 2009). É a cultura agrícola 

brasileira que mais cresce no país, correspondendo a mais de 56% da área cultivada 

em grãos (CONAB, 2016). O acréscimo da produtividade está ligado aos avanços 

tecnológicos, ao manejo e à eficiência dos produtores rurais. O grão é um 

componente fundamental na fabricação de rações animais e de alimentos para o 

consumo humano. A soja é cultivada especialmente nas Regiões Centro-Oeste e Sul 

do país e tornou-se um dos produtos de maior destaque da agricultura nacional e  da 

balança comercial (MAPA, 2013). 

 Em 2010, Vencato et al. (2010) mostraram o Brasil como o país com a 

maior capacidade de aumentar a produção de soja em comparação com os grandes 

produtores mundiais, tanto pelo aumento da produtividade quanto pela ampliação da 

área cultivada. Esses autores previam que até 2020 a produção brasileira 

ultrapassaria a casa dos 100 milhões de toneladas, o que tornaria o Brasil o maior 

produtor mundial desse grão. Dados da CONAB (2017) apontaram uma projeção de 

10,6% de crescimento da safra 2016/2017 de soja, cuja produção pode atingir 105,6 

milhões de toneladas, antecipando a previsão de Vencato et al. (Op. Cit.). Apesar dos 

números positivos e do otimismo do setor, deve-se atentar para os fatores que podem 

afetar a produção. Entre esses fatores, as doenças estão entre os principais, pois 
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podem reduzir drasticamente a produtividade da soja. Já foram identificadas no 

Brasil em torno de 40 doenças causadas por fungos, bactérias, nematoides e vírus 

(YORINORI et al., 2005), afetando a cultura. De acordo com Almeida et al. (2005), 

estima-se que os danos ocasionados por doenças podem diminuir a produtividade de 

15 a 20%; porém, se medidas de controle não forem tomadas, as perdas na produção 

podem ser de até 100%. 

 Entre as doenças que afetam a cultura da soja, destaca-se o mofo-branco, 

causado pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, que pertence ao Filo 

Ascomycota, Classe Leotiomycetes, Ordem Helotiales e Família Sclerotiniaceae 

(MACENA, 2009). A disseminação do patógeno ocorre, principalmente, por meio de 

sementes infectadas com o micélio do fungo ou contaminadas por estruturas de 

sobrevivência denominadas escleródios. Estes, quando presentes no solo em 

condições favoráveis, germinam e formam apotécios, que produzem grande 

quantidade de ascósporos, fonte primária de infecção (BOLTON et al., 2006). Os 

sintomas iniciais são lesões aquosas de onde surgem as hifas, formando o abundante 

micélio. Com o avanço da colonização do tecido vegetal, as lesões tornam-se secas, 

de aspecto descolorido, normalmente esbranquiçadas, e não apresentam mais sinais 

externos. O fungo S. sclerotiorum já está disseminado por todo o país, sendo as 

Regiões Sul, Sudeste e Centro-Oeste as mais afetadas, pois possuem condições 

climáticas favoráveis ao desenvolvimento do patógeno, como alta umidade relativa 

do ar e temperaturas amenas (ALMEIDA et al., 2005). 

 Ferraz et al. (2003) relataram que, em várias culturas, o controle do mofo-

branco tem sido muito difícil, em decorrência da capacidade do patógeno em 

produzir escleródios, associado à alta variabilidade genética. Outro problema 

encontrado pelos sojicultores é a aplicação de fungicidas para o controle do mofo-

branco, devido ao alto custo, à baixa eficiência e a efeitos negativos para o meio 

ambiente e também para o homem, fazendo que novas alternativas de controle e 

manejo da doença sejam buscadas. Há crescente preocupação da sociedade diante da 

utilização de produtos químicos na agricultura, os quais podem causar danos tanto à 

saúde humana quanto ao equilíbrio dos sistemas biológicos, o que leva à necessidade 

de diminuir o seu uso nas mais diversas culturas (MORANDI; BETTIOL, 2009). 

Nesse contexto, o controle biológico surge como opção para o manejo de diferentes 

doenças de plantas (MORANDI; BETTIOL, 2009), envolvendo a redução da 
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densidade populacional do patógeno, a proteção biológica da superfície de plantas e 

o controle dentro da planta (SILVEIRA, 2001). 

 Tendo em vista que a sustentabilidade é um caminho a ser seguido na 

produção de alimentos, a utilização de microrganismos benéficos é uma opção para 

substituir ou reduzir o uso de produtos químicos na agricultura (CASTRO; MELO, 

2007; SHAHAROONA et al., 2008), seja diretamente como promotores do 

crescimento, seja como agentes de controle biológico de doenças (FREITAS; 

AGUILAR-VILDOSO, 2004). Entre esses promotores, destacam-se as bactérias, por 

apresentarem diferentes mecanismos de ação, como parasitismo, antibiose, 

competição ou indução de resistência (ROMEIRO, 2007; KUMAR et al., 2012). 

Bactérias pertencentes aos gêneros Pseudomonas e Bacillus têm sido as mais 

estudadas, devido à sua capacidade de induzir resistência, bem como de exercer 

antagonismo direto pela produção de compostos antimicrobianos (LATHA et al., 

2011; WU et al., 2014).  

 Considerando a necessidade de encontrar alternativas para o manejo do mofo-

branco na cultura da soja, as bactérias do gênero Bacillus, especialmente a espécie B. 

subtilis, mostram-se importantes agentes de biocontrole e podem também atuar como 

rizobactérias promotoras de crescimento em plantas – PGPR (GUPTA et al., 2000). 

Com isso, neste trabalho avaliou-se o potencial de bactérias isoladas de solo sob o 

cultivo de cana-de-açúcar no controle biológico do mofo-branco em dois cultivares 

de soja, bem como na promoção do crescimento vegetativo em condições de casa de 

vegetação e na capacidade de produção de compostos relacionados ao sistema de 

defesa das plantas. 
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2. OBJETIVO GERAL 

 

 

 

 Avaliar o potencial de bactérias isoladas de solo sob o cultivo de cana-de-

açúcar na promoção do crescimento vegetativo, na produção de compostos 

relacionados ao sistema de defesa das plantas e no controle biológico do mofo-

branco (Sclerotinia scleorotiorum) em dois cultivares de soja. 

  

2.1. Objetivos específicos 

 
 - Avaliar a capacidade de isolados bacterianos na promoção do crescimento 

de plantas de soja. 

 - Analisar a constituição dos compostos secundários produzidos por plantas 

oriundas de sementes microbiolizadas com isolados bacterianos, visando à produção 

de compostos relacionados à defesa vegetal. 

 - Examinar o controle do mofo-branco in vitro, utilizando bactérias 

antagonistas, por meio de bioensaios com folhas destacadas, em dois cultivares de 

soja. 

 - Testar a eficiência da microbiolização de sementes de dois cultivares de 

soja, com bactérias antagonistas, diante da capacidade de controle do mofo-branco in 

vivo. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

 

 A soja (Glycine max (L.) Merrill) é uma cultura produzida em todo o mundo. 

Originária do continente asiático, mais precisamente da China, essa leguminosa foi 

domesticada e melhorada por meio de cruzamento natural entre duas espécies 

selvagens e introduzida na Europa e América (EMBRAPA, 2013). A inserção da soja 

no Brasil ocorreu por volta do ano 1882, porém o interesse pela cultura não era pelo 

grão e, sim, pela sua utilização como forrageira e para a rotação de culturas 

(EMBRAPA, 2003). O primeiro registro do cultivo comercial de soja no Brasil está 

datado do ano 1914, no município de Santa Rosa, Estado do Rio Grande do Sul, em 

virtude da equivalência com o clima do sul dos Estados Unidos (EMBRAPA, 2003). 

A partir de 1960, com o desenvolvimento da política de subsídios ao trigo e a 

ampliação da indústria de óleo foi que a soja alcançou o status de alta importância 

econômica para o Brasil, e a sua introdução em outras regiões do país só foi possível 

graças ao avanço das pesquisas, que resultaram no desenvolvimento de cultivares 

adequados às regiões mais quentes, no uso da técnica do plantio direto e na eficiência 

dos produtores (APROSOJA, 2014).  

 Levantamentos da safra de soja 2015/2016 evidenciaram que o Brasil atingiu 

a produção de 95,631 milhões de toneladas, com área plantada de 33,177 milhões de 

hectares e  produtividade de 2.882 kg/ha, sendo o segundo maior produtor mundial 

desse grão, atrás somente dos Estados Unidos, que obtiveram a produção de 106,934 

milhões de toneladas (CONAB, 2016). Os três maiores produtores de soja no Brasil 

são os Estados do Mato Grosso, Paraná e Rio Grande do Sul (CONAB, 2016).  
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 Mesmo com o país obtendo excelentes safras, alguns fatores acabam 

limitando o aumento da produção. Entre esses fatores, podemos citar a ocorrência de 

pragas, que podem ser nematoides, vírus, fungos, bactérias, insetos, ácaros e plantas 

daninhas. Diante dessas potenciais ameaças, destacam-se os fitopatógenos, os quais 

podem causar altas perdas de produtividade devido às dificuldades de controle. A 

cultura da soja está sujeita ao ataque de grande número de fitopatógenos, 

principalmente os fungos, que podem ocasionar danos tanto ao rendimento quanto à 

qualidade das sementes (GOULART, 2011). 

 Entre as doenças fúngicas que atacam a cultura da soja, podemos destacar o 

mofo- branco, ou podridão-branca da haste, causada por S. sclerotiorum, patógeno 

relatado pela primeira vez no Brasil em 1921, em São Paulo, em cultivos de batateira 

(CHAVES, 1964). O mofo-branco é uma das principais enfermidades da soja, 

juntamente com a ferrugem-asiática. Devido aos danos causados em várias culturas 

de interesse agronômico, S. sclerotiorum é considerado um dos patógenos fúngicos 

de maior seriedade no mundo; outro fator preocupante é que esse fungo está 

disseminado em praticamente todas as regiões produtoras (LEITE, 2005). Relatos 

nos Estados Unidos, entre os anos de 1997 a 2007, informam que as perdas causadas 

por S. sclerotiorum alcançaram 4,9 milhões de toneladas. No Brasil, os relatos de 

perdas na produção somente na cultura da soja variam em até 70%, porém, se as 

condições climáticas forem muito favoráveis ao patógeno, essas perdas podem ser 

ainda superiores (CANTERI; SUMIDA, 2017). Diante da grande limitação que 

doenças podem causar a diversas culturas, o Ministério da Agricultura, Pecuária e 

Abastecimento (MAPA) divulgou, no ano 2015, uma lista com as oito pragas de 

maior risco fitossanitário para as principais culturas, com validade de um ano, em 

que se prioriza o registro de produtos fitossanitários e técnicas de controle. Nessa 

lista, encontra-se Sclerotinia sclerotiorum nas culturas de soja, feijão e algodão 

(MAPA, 2015).  A disseminação desse patógeno ocorre, principalmente, por meio de 

sementes infectadas, que podem apresentar o micélio do fungo; ou por meio da 

contaminação, devido à presença de estruturas de sobrevivência denominadas 

escleródios, que podem permanecer no solo por vários anos. Os escleródios presentes 

no solo, em condições favoráveis, germinam e formam apotécios, que produzem 

grande quantidade de ascósporos, fonte primária de infecção (BOLTON et al., 2006). 

Todos os estádios de desenvolvimento da cultura são suscetíveis ao patógeno, e as 

fases mais críticas vão desde a floração total até o começo do desenvolvimento das 
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vagens e do enchimento dos grãos (DANIELSON et al., 2004). O fungo pode 

colonizar todas as partes da planta, mas os sintomas da doença são mais evidentes no 

terço inferior, nas axilas das folhas e nos ramos laterais (ALMEIDA et al., 2005). As 

perdas podem ser de grande proporção, sobretudo quando há demora na tomada de 

decisão e as medidas preventivas não são adotadas.  

O controle do mofo-branco é considerado difícil, pois os escleródios podem 

permanecer por longo período no solo e os ascósporos que produzem a infecção 

aérea podem ser procedentes de escleródios que se encontram a longas distâncias 

(LOBO JUNIOR, 2010). Dessa maneira, o controle deve integrar várias medidas, 

como a utilização de sementes livres do patógeno, tratamento de sementes, 

destruição de restos culturais, rotação de culturas, controle de plantas daninhas, 

adubação correta, controle biológico, uso de fungicidas, limpeza do maquinário e 

espaçamento entre linhas. 

 O controle biológico com o uso de microrganismos antagonistas é alternativa 

bastante promissora no controle do mofo-branco, pois auxilia na redução da 

densidade do inóculo que o patógeno produz no solo e, consequentemente, tem-se 

menor incidência e, ou, severidade da doença (LOBO JUNIOR, 2013). É um método 

de controle que está em destaque na agricultura, pois pode substituir ou ser aplicado 

em conjunto com produtos químicos, melhorando a qualidade dos produtos e 

contribuindo para a preservação do ambiente (SUMIDA, 2012). Vários fungos e 

bactérias têm sido estudados com o propósito de utilização no biocontrole de doenças 

de plantas, entre os quais podem ser citados: Trichoderma, Penicillium, 

Pseudomonas e Bacillus (BETTIOL et al., 2009). 

Entre os microrganismos utilizados no controle biológico, as bactérias 

merecem destaque, e grande ênfase tem sido dada às rizobactérias, que são definidas 

como bactérias que podem se multiplicar e colonizar as raízes das plantas em todas 

as fases de desenvolvimento, mesmo com a existência de microflora oponente 

(ANTOUN; KLOEPPER, 2001). Existem muitas rizobactérias benéficas às plantas, 

denominadas Plant Growth-Promoting Rhizobacteria (PGPR), que podem promover 

o biocontrole e o crescimento vegetal e aumentar a produtividade (ROMEIRO, 

2007). O controle biológico realizado pelas bactérias pode ocorrer por antagonismo 

direto, como antibiose, competição por espaço e nutrientes, parasitismo ou, também, 

pela indução de resistência (ROMEIRO, 2007; KUMAR et al., 2012). No 

antagonismo direto, o que possui maior destaque é a antibiose, em que um ou mais 
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metabólitos gerados por um organismo têm eficácia contrária sobre o outro 

(BETTIOL, 1991). Na antibiose são produzidos os antibióticos, que são compostos 

orgânicos de baixo peso molecular e que, em baixas concentrações, são prejudiciais 

ao desenvolvimento de outros indivíduos (FRAVEL, 1988). Também podemos citar 

a disputa por espaço, que é a apropriação de sítios de colonização; a disputa por 

nutrientes, como ferro, nitrogênio e carbono (PAULITZ, 1990); e o parasitismo, que 

é a interação entre duas espécies em que uma delas se beneficia da outra. 

Entre as principais bactérias utilizadas no controle biológico, destacam-se 

aquelas pertencentes aos gêneros Pseudomonas e Bacillus. Bactérias antagônicas, 

como Bacillus subtilis, agem, principalmente, por antibiose, parasitismo e 

competição. Os microrganismos que exercem antibiose possuem vasto espectro de 

ação (KUPPER et al., 2003). A promoção de crescimento proporcionada pela espécie 

B. subtilis é resultante do incremento da fixação de nitrogênio, da síntese de fito-

hormônios e da solubilização de nutrientes (MANJULA; PODILE, 2005). A 

associação positiva possibilita o incremento fisiológico de metabólitos que 

estimulam o sistema radicular, facilitando a absorção de nutrientes (MANJULA; 

PODILE, 2005). 

Bactérias do gênero Pseudomonas promovem o crescimento de plantas e 

influenciam na atividade de microrganismos fitopatogênicos por diversas maneiras, 

abrangendo a produção de hidrocianetos, compostos voláteis e antibióticos 

(WELLER; TOMASHOW, 1994). As bactérias desse grupo são aptas a gerar 

compostos que capturam o Fe+++ na rizosfera, deixando esse nutriente indisponível 

para os outros microrganismos. Esses compostos são nomeados sideróforos e, em 

ambientes pobres em Fe+++, limitam o crescimento de microrganismos não 

produtores de quelantes de ferro (FREITAS, 2007; ROMEIRO, 2007). 

Hormônios produzidos por microrganismos são intensivamente estudados 

para o controle de doenças em plantas. Por exemplo, Barka et al. (2000) notaram 

melhora da resistência de videiras a Botrytis cinerea relacionada ao acréscimo da 

produtividade de citocininas na rizosfera. Tem sido estudado o emprego de 

hormônios para a promoção de crescimento em plantas. A facilidade demonstrada 

pelas rizobactérias em incitar o crescimento é atribuída a diversos mecanismos, como 

a fixação de nitrogênio e a produção de fito-hormônios, como auxinas, citocinas e 

giberelinas (GRAY; SMITH, 2005). 
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O controle biológico pode ser por meio da indução de resistência, quando 

uma rizobactéria coloniza a raiz da planta; e de elicitores, que se encontram na célula 

bacteriana e são condensados e agem como indutores de resistência. Esses indutores 

atuam em forma de sinais e mobilizam os mecanismos de defesa, ocorrendo, dessa 

maneira, a resistência sistêmica induzida (VAN LOON et al., 1998; BARBOSA, 

2009). A indução de resistência possui diversos benefícios, como efetividade contra 

vários patógenos, como vírus, bactérias, fungos e nematoides. Entretanto, há 

equilíbrio no orquestramento dos componentes de resistência expressados pela planta 

de acordo com o tipo de patógeno, sendo os mecanismos de resistência estimulados 

quando o patógeno se encontra presente (STADNIK, 2000; CAMARGO; 

BERGAMIN FILHO, 1995).  Diversos microrganismos podem induzir a formação 

de sinais no vegetal, ocasionando respostas de proteção contra vasto número de 

fitopatógenos (SOBRINHO et al., 2005). Ongena et al. (2007) constataram a eficácia 

do uso de moléculas produzidas por Bacillus subtilis, em que essas moléculas podem 

agir como eliciadoras para ocasionar a indução de resistência, possibilitando a ação 

sistêmica de proteção contra o ataque de patógenos. Em estudos de biocontrole in 

vitro e in vivo contra patógenos causadores de doenças, Sangiogo et al. (2014) 

relataram que, em ensaios com folhas destacadas de canola procedentes de sementes 

tratadas com bactérias dos gêneros Pseudomonas e Bacillus, houve a redução de 

100% do crescimento micelial de S. sclerotiorum. Em estudos realizados por Zhou et 

al. (2014), foi demonstrada a eficiência de alguns isolados de P. fluorescens para 

ativar a defesa contra Ralstonia solanacearum, tanto em laboratório quanto in vivo, 

além de favorecerem a promoção de crescimento na cultura do tomateiro. O uso de 

Bacillus subtilis resultou no controle de Fusarium oxysporum na cultura do grão-de-

bico em condições in vivo (MORADI et al., 2012). Maketon et al. (2008) avaliaram a 

eficiência de Bacillus subtilis e Trichoderma harsianum contra Ralstonia 

solanacearum, Pythium aphanidermatum e Cercospora nicotiana na cultura do 

fumo, e os microrganismos revelaram ser eficazes para o controle desses patógenos.  

Como forma de defesa das plantas, podemos citar a produção de metabólitos 

secundários que elas produzem. Esses metabólitos podem ser induzidos pelo ataque 

de patógenos e por danos causados por agentes químicos e mecânicos, bem como por 

intermédio de reações bioquímicas (AGRIOS, 2004). Essas reações são 

constantemente relacionadas com a geração de substâncias fungitóxicas em volta do 

sítio do ferimento, ocasionando, assim, o desenvolvimento de uma camada protetora. 
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Alguns dos compostos apresentam elevadas concentrações, que são capazes de 

limitar o desenvolvimento dos fungos e bactérias (AGRIOS, 2004). Os metabólitos 

secundários podem ser classificados quanto à sua estrutura química em: 

nitrogenados, que são os alcaloides, aminoácidos não proteicos e glicosídeos 

cianogênicos; os terpenoides, que são triterpenos, saponinas, glicosídeos 

cardiotônicos e esteroides; e os compostos fenólicos, que são representados pelas 

ligninas, flavonoides, taninos, antocianinas, antraquinonas e cumarinas (HARBONE, 

1988; CARVALHO et al., 2004; SANTOS, 2004). Os compostos fenólicos comuns 

na resistência contra os patógenos podem ser produzidos em plantas saudáveis e 

também em plantas doentes, mas sua concentração aumenta quando ocorre a 

infecção provocada pelo patógeno (EBEL, 1986). Os compostos fenólicos são 

encontrados em todas as plantas e consistem de fenóis simples, ácido benzoico, 

cinâmico, cumarinas, taninos, ligninas, lignanos e flavonoides (KHODDAMI et al., 

2013). A soja produz a gliceolina, um pterocarpanoide (flavonoide) utilizado na 

defesa contra patógenos (GOUVEA et al., 2011).  

O uso de rizobactérias para promover o crescimento ou aumentar o 

rendimento de determinada cultura pode promover maior valor agregado, pois elas 

são menos nocivas ao meio ambiente e, também, podem proporcionar maior 

rendimento, o que possibilitará ao produtor rural melhor retorno financeiro 

(EMBRAPA, 2013). 

 

 



11 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

 

4.1. Local dos experimentos e origem do material vegetal 

 
Os experimentos foram realizados nos Laboratórios de Fitopatologia, de 

Microbiologia e de Química e os experimentos com material vegetal, na casa de 

vegetação da Horta Didática. Todas as dependências utilizadas pertencem à 

Universidade para o Desenvolvimento do Estado e da Região do Pantanal 

(UNIDERP), no Campus UNIDERP Agrárias, localizado em Campo Grande, MS. 

Os cultivares de soja utilizados foram M6210 IPRO e Brasmax Garra IPRO, 

todos de ciclo precoce, cultivados no centro sul do Estado de Mato Grosso do Sul. Os 

ensaios foram realizados entre os meses de novembro de 2016 e março de 2017. 

 

4.2. Origem, cultivo e manutenção dos microrganismos 

 
Os ensaios foram realizados com bactérias antagonistas isoladas de solo em 

cultivo com cana-de-açúcar. Foram utilizados os isolados Fit 09 (Bacillus cereus) e 

Fit 62 (Bacillus thuringiensis) previamente selecionados em estudos anteriores e 

identificados por sequenciamento do gene 16S rDNA, com códigos de acesso 

hm104656.1 e EU702408.1, respectivamente. Para preservação, os isolados foram 

cultivados em meio de cultura nutriente-ágar (NA: extrato de carne – 3,0 g; peptona 

– 5,0 g; ágar – 20,0 g; água destilada – qsp 1.000 mL), com pH 6,8-7,0, em tubos de 

ensaio durante 48 h, a 28 °C. Logo após, as culturas bacterianas foram cobertas com 
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óleo mineral esterilizado e os tubos, tampados com algodão, selados com filme 

plástico e armazenados em posição vertical. Para a preparação de inóculo, as 

bactérias foram sempre cultivadas em meio de cultura 523 (KADO; HESKETT, 

1970) por 24 h e mantidas em BOD na temperatura de 28 °C. 

O fungo fitopatogênico Sclerotinia sclerotiorum utilizado foi obtido de 

plantas com sintomas característicos da doença, e os isolados foram mantidos por 

repicagens contínuas em meio de cultura batata-dextrose-ágar (BDA). Para 

preparação do inóculo, o patógeno foi cultivado em meio BDA e mantido em BOD 

por 120 h, com temperatura média de 22 °C e fotoperíodo de 12 h.  

 Tanto os isolados de bactérias antagonistas quanto os isolados de S. 

sclerotiorum eram pertencentes à coleção do Laboratório de Fitopatologia e 

Microbiologia Agrícola da UNIDERP.  

 

4.3. Antagonistas e compatibilidade com Bradyrhizobium japonicum 

 
 Os isolados bacterianos utilizados neste trabalho foram avaliados quanto à 

compatibilidade com B. japonicum. Foi realizado o isolamento da bactéria do 

inoculante líquido da Fertibio Soja®, pertencente à espécie Bradyrhizobium 

japonicum, em 10 placas com o meio de cultura LM (levedura-manitol), (fosfato de 

potássio 0,5 g L-1; sulfato de magnésio 0,2 g L -1; cloreto de sódio 0,1 g L -1; manitol 

10 g L -1; extrato de levedura 0,5 g L -1; ágar 20,0 g L-1; ph 6,8) (VICENT, 1970). 

Essas placas foram mantidas em câmara de incubação a 28 °C, por 48 h, para 

crescimento.  

As bactérias Fit 09, Fit 62 e B. japonicum foram repicadas para placas de 

Petri com meio de cultura 523 (KADO; HESKETT, 1970), sendo, com o auxílio de 

uma alça de Drigalski, feita uma estria contendo propágulos dos isolados bacterianos 

(separadamente) e outra estria com a bactéria B. japonicum em lados opostos na 

placa. Utilizaram-se quatro placas, com duas repetições, para cada bactéria. Essas 

placas foram mantidas em câmara escura sem ventilação por 24 h. Após esse 

período, foi avaliado o crescimento das bactérias antagonistas e de B. japonicum.  
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4.4. Ensaio de promoção de crescimento vegetal  

 
Para este ensaio, as sementes dos cultivares M6210 IPRO e Brasmax Garra 

IPRO foram microbiolizados com suspensões das bactérias Fit 09 (Tratamento 3) e 

Fit 62 (Tratamento 4), e as concentrações foram ajustadas para A540 = 0,50 em 

espectrofotômetro FEMTO®, Modelo 432. As testemunhas foram microbiolizadas 

com o inoculante (Tratamento 2) e imersas em solução salina (0,85% de NaCl) 

(Tratamento 1).  

As sementes tratadas foram plantadas em vasos com capacidade para cinco 

litros, previamente preenchidos com solo não esterilizado, coletado em canteiros da 

Horta Didática da UNIDERP, sendo realizados cinco orifícios por vaso, com 3 cm de 

profundidade, para a colocação das sementes. O solo foi adubado com fósforo e 

potássio, conforme recomendações de Ribeiro et al. (1999). Após o plantio, os vasos 

foram molhados diariamente e foi dado início às avaliações do  Índice de Velocidade 

de Emergência (IVE), durante um período de sete dias. A velocidade de emergência 

compreendeu contagens diárias das plântulas emergidas por vaso até o sétimo dia 

após o plantio. Para realizar o cálculo do IVE, foi aplicada a equação indicada por 

Maguire (1962), em que IVE = (E1/N1 + E2/N2 + ...+ En/Nn), em que IVE = índice 

de velocidade de emergência; E1, E2 e En = número de plântulas emergidas 

determinado na primeira, na segunda e ... na última contagem; N1, N2 e Nn = 

número de dias da semeadura na primeira, na segunda e ... na última contagem.  

Depois de concluídas as avaliações do IVE, foi efetuado o desbaste das 

plantas, deixando-se apenas duas por vaso. Após 35 dias do plantio, foi realizada a 

avaliação da massa de matéria fresca da parte aérea e do sistema radicular das 

plantas, em que se separou a parte aérea do sistema radicular, as quais foram pesadas. 

Posteriormente, cada parte foi colocada separadamente em sacos de papel 

acondicionados em estufa com circulação forçada de ar  a 65 °C até peso constante. 

No final desse período, cada parte foi pesada em balança de precisão para 

determinação do peso da massa de matéria seca da parte aérea (MSPA) e radicular 

(MSR). O peso da massa de matéria seca total (MST) foi a soma do MSPA e MSR, 

sendo os resultados expressos em gramas. 

O delineamento foi inteiramente casualizado com cinco repetições cada e os 

dados, submetidos ao teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
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4.5. Análise fitoquímica 

 
As amostras de folhas e caules das plantas de cada tratamento do ensaio de 

promoção do crescimento vegetal foram coletadas 35 dias após o plantio, para 

realização também da análise fitoquímica. Após a pesagem da massa de matérias 

fresca e seca, as folhas e os caules foram triturados em liquidificador industrial e, em 

seguida, o material triturado foi utilizado para obtenção do extrato etanólico 14% (14 

g por 100 mL de etanol 99,5%), que ficaram em repouso por 24 h. Posteriormente, as 

amostras foram filtradas, obtendo-se o extrato etanólico para realização da análise 

fitoquímica de acordo com a metodologia descrita por Matos (2009).  

Os extratos foram avaliados por meio de sequência de reações qualitativas 

para compostos fenólicos (reação de precipitação com cloreto férrico), flavonoides 

(reação de cianidina e ácido sulfúrico) e taninos (reação com sais de ferro, 

precipitação de proteínas); teste de acidulação e alcalinização para detecção de 

antocianinas e catequinas; teste de fluorescência sob luz UV para cumarinas, 

triterpenos e esteroides (reação de Liebermann-Burchard) e glicosídeos cardiotônicos 

(teste de Baljet e de Kedde); e teste de espuma para os açúcares redutores (reação de 

Benedict) (MATOS, 2009). 

As avaliações foram realizadas visualmente seguindo protocolo com três 

repetições, sendo os resultados confrontados com a testemunha (em branco) e 

também entre si, para observação de alguma possível modificação da cor e 

precipitação com os extratos etanólicos originais. A existência da classe à qual 

pertence o metabólito secundário foi marcada como positiva (+) e a inexistência de 

cor e, ou, precipitação, como negativa (-). As intensidades de cor foram denominadas 

como negativas (- = 0%), parciais (+- =10%), baixas (+ = 25%), mediamente 

moderadas (++ = 50%), moderadas (+++ = 75%) e altas (++++ = 100%) 

(FONTOURA et al., 2015).  

 

4.6. Quantificação dos compostos fenólicos e flavonoides 

 
Para quantificar os fenóis totais (FT), os extratos etanólicos brutos foram 

analisados pelo método Folin-Ciocalteu, com ácido gálico (10 a 350 mg mg mL-1) 

como padrão, utilizando-se a curva de calibração y = 0,781 x – 0,0031; e R² = 0,9959 

(SOUSA et al., 2007). Os flavonoides (F) foram analisados pela técnica do cloreto de 



15 

alumínio, adotando-se como padrão a quercetina (y = 0,132 x + 0,0353 R² = 0,9949) 

(PEIXOTO SOBRINHO et al., 2008). Na leitura de compostos fenólicos e 

flavonoides, foi utilizado o espectrofotômetro FEMTO®, Modelo 432, em que as 

amostras foram mensuradas com comprimento de onda de 450 nm e 750 nm, 

respectivamente. Usaram-se cubetas de quartzo de caminho ótico de 1 cm (Hellma, 

Müllheim, Germany), com três repetições para cada tratamento.  

Os dados de quantificação dos compostos fenólicos e flavonoides foram 

submetidos à análise de variância pelo teste F (p<0,05) e as médias, comparadas pelo 

teste de Tukey (p<0,05), utilizando o programa SAS 9.3. 

 

4.7. Ensaio com folhas destacadas          

 
 Sementes dos cultivares M6210 IPRO e Brasmax Garra IPRO foram 

semeadas em vasos com capacidade para cinco litros, previamente preenchidos com 

solo não esterilizado. O solo foi adubado com fontes de fósforo e potássio, conforme 

recomendações de Ribeiro et al. (1999). Foram plantadas cinco sementes por vaso, 

na profundidade de 3 cm, sendo os  vasos mantidos em casa de vegetação. Para esse 

ensaio, foram realizados três tratamentos: sementes com suspensão da bactéria Fit 09 

(Tratamento 2), sementes com suspensão da bactéria Fit 62 (Tratamento 3) e 

testemunha com solução salina (NaCl 0,85%) (Tratamento 1). 

Após aproximadamente 28 dias, os trifólios compostos por folhas maduras e 

expandidas de plantas em estádio V3 (SCHWARTZ, 2004) de cada cultivar foram 

destacados, higienizados e levados ao laboratório, onde inicialmente foram 

preparadas bandejas plásticas contendo três folhas de papel-filtro umedecido. 

Colocaram-se sobre essas folhas cinco trifólios de cada cultivar de soja, os quais 

foram, a seguir, pulverizados com as suspensões das bactérias Fit 09 e Fit 62 

(concentrações ajustadas para A540 = 0,50). As testemunhas foram pulverizadas 

somente com solução salina (0,85% de NaCl). Em seguida, adicionaram-se discos de 

micélio de S. sclerotiorum com 5 mm de diâmetro (cinco dias de crescimento 

micelial), no folíolo central e, na sequência, as bandejas foram cobertas com papel-

filme e armazenadas em BOD, na temperatura de 22 °C, com fotoperíodo de 12 h. 

Após 48 h, foram realizadas avaliações do diâmetro da lesão com o auxílio de 

paquímetro digital. Essas avaliações foram feitas diariamente, por um período de sete 

dias.  
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Os ensaios foram montados em delineamento inteiramente casualizado com 

10 repetições para cada uma das bactérias e para cada um dos cultivares, sendo os 

valores submetidos à análise de variância e as médias, comparadas pelo teste de 

Tukey a 5% de probabilidade. 

  

4.8. Ensaio de biocontrole via microbiolização em casa de vegetação 

 
Neste ensaio, foram utilizados como antagonistas as bactérias do ensaio com 

folhas destacadas, item 4.7. Para tanto, sementes dos cultivares M6210 IPRO e 

Brasmax Garra IPRO foram microbiolizadas com suspensões bacterianas, cujas 

concentrações foram previamente ajustadas para A540 = 0,50. 

O tratamento das sementes foi realizado conforme recomendado para o 

inoculante. Os produtos foram depositados em sacos plásticos, seguindo-se a adição 

das sementes e agitação manual até a cobertura homogênea delas. Neste ensaio foram 

realizados seis tratamentos: Sementes microbiolizadas mais combinação do 

inoculante líquido da Fertibio soja com a suspensão da bactéria Fit 62 (Tratamento 

6), Somente a suspensão da bactéria Fit 62 (Tratamento 5), Somente a suspensão da 

bactéria Fit 09 (Tratamento 4), Inoculante com a suspensão da bactéria Fit 09 

(Tratamento 3), Inoculante (Tratamento 2) e Solução salina (NaCl 0,85%) 

(Tratamento 1). 

Depois de tratadas, as sementes foram semeadas em vasos com capacidade 

para cinco litros, previamente preenchidos com solo não esterilizado. Após o plantio, 

os vasos foram irrigados diariamente e, após a emergência, realizou-se o desbaste das 

plantas, deixando apenas duas plantas por vaso. 

A inoculação do fungo foi realizada quando as plantas alcançaram o estádio 

V4, as quais foram mantidas em casa de vegetação. Para a inoculação, foi feito um 

corte no pecíolo do quarto trifólio a 2,5 cm do quarto nó. Para colocar o inóculo e 

manter a alta umidade, foram utilizadas ponteiras descartáveis (1.000 μL), cortadas 

de forma a retirar a parte em formato de cone. Cada ponteira cortada continha, em 

sua extremidade, um disco de micélio de Sclerotinia sclerotiorum com 120 h de 

cultivo. Essas ponteiras foram colocadas nos segmentos dos pecíolos restantes, de 

maneira que estivessem em contato o micélio do fungo e a planta. Dessa forma, foi 

preservado o pecíolo e mantida a umidade nesse local de contato (PETZOLDT; 

DICKSON, 1996). As avaliações da severidade da doença foram realizadas 
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empregando-se a escala de notas adaptada por Petzoldt e Dikson (1996): 1 = plantas 

sem sintomas; 2 = invasão do fungo além do sítio de inoculação; 3 = invasão do 

fungo próximo ao primeiro nó; 4 = invasão do fungo até o primeiro nó; 5 = invasão 

do fungo além do primeiro nó; 6 = invasão do fungo próximo ao segundo nó; 7 = 

invasão do fungo até o segundo nó; 8 = invasão do fungo além do segundo nó; e 9 = 

morte da planta.  

Cada unidade experimental foi formada por um vaso com duas plantas e 

cinco repetições. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

 

No ensaio de compatibilidade entre as bactérias antagonistas e B. japonicum, 

todos os isolados bacterianos testados apresentaram compatibilidade com esta 

bactéria. A não inibição do crescimento de B. japonicum pelos antagonistas mostra o 

potencial de combinação desses microrganismos. A combinação do inoculante 

recomendado para a cultura da soja com outras bactérias promotoras de crescimento 

é um procedimento conhecido como coinoculação (HUNGRIA et al., 2013). Estudos 

de Mazzuchelli et al. (2014) apontaram que a coinoculação com B. subtilis e 

Bradyrhizobium spp. promoveu 3,96% de incremento na nodulação, em comparação 

com a inoculação-padrão em plantas de soja. Combinações de antagonistas 

compatíveis entre si podem possibilitar a colonização do substrato e da rizosfera, de 

maneira mais eficaz. E isso proporciona melhor adaptação às mudanças climáticas, 

além dos diferentes mecanismos de ação, que podem favorecer a inibição de 

patógenos devido ao maior espectro de ação vinculado à promoção do crescimento 

vegetal (CAVAGLIERI et al., 2005). 

Nos ensaios de avaliação da promoção de crescimento (Tabela 1) não foram 

observadas diferenças significativas entre os índices de velocidade de emergência. 

As porcentagens de germinação para o cultivar Brasmax Garra IPRO foram 

inferiores às da testemunha, porém iguais às do tratamento com o inoculante. Já para 

o cultivar M6210 IPRO os tratamentos com as bactérias antagonistas aumentaram 

significativamente a germinação, tanto em relação à testemunha quanto ao 

inoculante. 



19 

Tabela 1 – Índice de Velocidade de Emergência (IVE) e germinação (%) dos 
cultivares de soja M6210 IPRO e BRASMAX GARRA IPRO, oriundos 
de sementes microbiolizadas com as bactérias Fit 09 (B. cereus) e Fit 62 
(B. thuringiensis), o inoculante Fertibio® soja e a solução salina (0,85% 
de NaCl) para a testemunha 

 
 

Tratamentos 
 

IVE 
Germinação  

                           (%) 
                                 Brasmax Garra IPRO 
Testemunha 4,20a 92a 
Inoculante 3,74a 76b 
Fit 09 3,64a 84b 
Fit 62 3.55a 80b 
                                       M6210 IPRO 
Testemunha 1,73a 68b 
Inoculante 2,49a 68b 
Fit 09 2,53a 84a 
Fit 62 2,24a 80a 

Médias seguidas pela mesma letra e mesma coluna não possuem diferença estatística pelo teste de 
Tukey a 0,05% de probabilidade.  
  

         

Os isolados Fit 09 (B. cereus) e Fit 62 (B. thuringiensis) promoveram 

aumento no percentual de germinação das sementes do cultivar M6210 IPRO. Vieira 

e Castro (2001), analisando a ação de hormônios de B. subtilis na germinação de 

sementes de soja, perceberam que concentrações intermediárias causaram aumento 

na germinação.  A bactéria B. subtilis produz fito-hormônios durante o 

desenvolvimento, os quais são capazes de estimular o crescimento radicular da soja 

(ARAÚJO et al., 2005). Da mesma forma, Araújo (2008), em ensaios com plantas de 

soja e algodão, notou que um formulado de B. subtilis com farinha de ostras levava a 

uma interação benéfica, melhorando a velocidade de germinação das sementes. 

Bassan et al. (2001), em ensaios de tratamento de sementes com inoculante e sem 

inoculante, observaram que as sementes tratadas com inoculante tiveram sua 

velocidade de emergência acelerada. Mazzuchelli et al. (2014) encontraram 

incremento na produção de soja de 30,72% em relação à testemunha, com a 

inoculação de B. subtilis. 

Os isolados de B. cereus (Fit 09) e B. thuringiensis (Fit 62) não atuaram como 

promotores de crescimento nos cultivares de soja testados (Tabela 2) 
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Tabela 2 – Promoção do crescimento de plantas de soja dos cultivares M6210 IPRO 
e Brasmax Garra IPRO, avaliando as variáveis: número de folhas (NF), 
massa de matéria fresca das folhas (MFF), massa de matéria fresca da raiz 
(MFR), massa de matéria fresca do caule (MFC), massa de matéria fresca 
total (MFT), massa de matéria seca das folhas (MSF), massa de matéria 
seca da raiz (MSR), massa de matéria seca do caule (MSC) e massa de 
matéria seca total (MST), oriundos de sementes microbiolizadas com as 
bactérias Fit 09 (B. cereus) e Fit 62 (B. thuringiensis) 

 
 

Não houve diferenças estatísticas. 

 

 

As bactérias Fit 09 e Fit 62 auxiliaram positivamente a produção dos 

metabólitos secundários analisados (Figuras 1-4). Nas folhas do cultivar Brasmax 

Garra IPRO, foram detectadas 11 classes de metabólitos (Figura 1) e, nos caules, 10 

classes (Figura 3). Já nas folhas do cultivar M6210 IPRO foram detectadas oito 

classes de metabólitos (Figura 2) e nos caules, nove classes (Figura 4). Para folhas e 

caules ocorreu também diferença no número de classes dentro do mesmo cultivar. Os 

constituintes químicos comuns distribuídos nas folhas e nos caules dos dois 

cultivares foram compostos fenólicos, taninos, flavonoides, antocianinas, 

antocianidinas, cumarinas, triterpenos, glicosídeos cardiotônicos e açúcares 

redutores. Os alcaloides foram encontrados somente nas folhas do cultivar Brasmax 

Garra IPRO (Figura 1) e os esteroides, no caule dos dois cultivares (Figuras 3 e 4). Já 

as flavonas e xantonas foram encontradas somente no caule e nas folhas do cultivar 

Brasmax Garra IPRO, em todos os tratamentos (Figuras 1-3). Todavia, os resultados 

negativos não permitem afirmar a sua inexistência, pois o método utilizado pode não 

detectar constituintes nas escalas micro e ultramicro (BRUM et al., 2011). 

Tratamentos 
Cultivares 

Brasmax Garra IPRO 
NF MFF MFR MFC MFT MSF MSR MSC MST 

Testemunha 73,00 12,96 9,48 17,60 40,05 5,01 4,47 4,68 14,16 
Inoculante 70,40 12,50 9,20 18,24 39,94 5,02 4,61 4,83 14,40 

Fit 09 68,60 14,59 10,35 15,67 40,62 4,74 3,63 4,14 12,51 
Fit 62 64,00 12,77 10,15 18,73 41,65 4,40 3,56 4,06 12,02 

  
M6210 IPRO 

Testemunha 67,20 11,20 7,60 17,60 36,40 3,83 2,67 3,58 10,09 
Inoculante 69,80 11,20 7,20 17,20 35,40 4,40 2,54 3,77 10,71 

Fit 09 69,00 13,40 12,20 22,00 47,60 4,50 4,02 4,10 12,62 
Fit 62 66,60 10,00 9,20 17,20 36,40 4,35 3,09 3,57 11,01 
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Figuras 1 e 2 – Frequência (parcial +- = 10%, baixa + = 25%, mediamente moderada 

++ = 50%, moderado +++ = 75%, alta intensidade ++++ = 100% e 
negativa (-) = 0%) (FONTOURA et al., 2015) dos metabólitos 
secundários (CF. = compostos fenólicos, Tan. = taninos, 
Antoc./Antocianid. = antocianinas e antocianidinas, Flav. E Xant. = 
flavonas e xantonas, Cum. = cumarinas, Triterp. = triterpenos, Glic. 
Card. = glicosídeos cardiotônicos, Aç. Red. = açúcares redutores) 
encontrados nos caules do cultivar de soja Brasmax Garra IPRO 
(Figura 1) e nos caules do cultivar de soja M6210 IPRO (Figura 2) 
após 35 dias de plantio, cultivados em Campo Grande, Mato Grosso 
do Sul. 

 

 

 
 
Figuras 3 e 4 – Frequência (parcial +- = 10%, baixa + = 25%, mediamente moderada 

++ = 50%, moderado +++ = 75%, alta intensidade ++++ = 100% e 
negativa (-) = 0%) (FONTOURA et al., 2015) dos metabólitos 
secundários (CF. = compostos fenólicos, Tan. = taninos, Alcal. = 
alcaloides, Antoc./Antocianid. = antocianinas e antocianidinas, Flav. 
e Xant. = flavonas e xantonas, Cum. = cumarinas, Triterp. = 
triterpenos, Glic. Card. = glicosídeos cardiotônicos, Aç. Red. = 
açúcares redutores) encontrados nas folhas do cultivar de soja 
Brasmax Garra IPRO (Figura 3) e nas folhas do cultivar de soja 
M6210 IPRO (Figura 4) após 35 dias de plantio, cultivados em 
Campo Grande, Mato Grosso do Sul. 
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A diversidade e frequência (%) de classes de metabólitos secundários entre 

folhas e caules e entre os cultivares estudados podem estar relacionadas a fatores 

abióticos e bióticos. Segundo Gobbo-Neto e Lopes (2007), fatores climáticos 

(luminosidade, temperatura, pluviosidade) e nutricionais não atuam isoladamente e 

exercem influência conjunta no metabolismo secundário de plantas. Os metabólitos 

secundários não exercem função evidente nas sequências de crescimento e 

desenvolvimento vegetal, mas agem no sistema de defesa das plantas contra 

patógenos, pois apresentam atividades biológicas relacionadas à ação antimicrobiana 

(TAIZ; ZEIGER, 2009). 

Os compostos cumarínicos estão presentes em plantas, principalmente nas 

folhas, frutas, raízes e talos (HOULT; PAYÁ, 1996). Neste estudo, as cumarinas 

foram detectadas em todos os tratamentos com a mesma frequência em folhas de 

ambos os cultivares (Figuras 1-4), mas diferindo na frequência nos caules. No 

cultivar Brasmax Garra IPRO, a maior frequência no caule foi no tratamento com o 

isolado Fit 62, e no cultivar M6210 IPRO o inoculante e o isolado Fit 62 destacaram-

se pela frequência (Figuras 1 e 2). Em geral, a produção de cumarinas é influenciada 

pela sazonalidade, condições ambientais ou estresses provocados por interação com 

microrganismos, os quais podem afetar a sua ocorrência em diversas partes da planta, 

nas quais possuem a função de proteção do vegetal contra infecções de fungos e 

contra herbivoria (PEREIRA, 2002). 

As duas classes de flavonoides consideradas como mais importantes são os 

flavonóis e as antocianidinas. Apenas nas folhas do cultivar M6210 IPRO, tanto com 

o inoculante quanto com o isolado Fit 62, houve influência positiva dessas 

substâncias (Figura 4). É comum o fato de alguns pigmentos como as antocianidinas 

e antocianinas atuarem como antioxidantes e possuírem a capacidade de proteger a 

planta contra a ação de patógenos (ZHANG et al., 2004).  

Já os terpenos foram produzidos em maior quantidade nos caules, 

independentemente do cultivar e da bactéria antagonista (Figuras 1 e 2). Como S. 

sclerotiorum produz apotécios no solo e estes irão disseminar os esporos no ar, ao se 

relacionar com o processo de microbiolização e ativação de compostos relacionados 

ao sistema de defesa, com a maior concentração de terpenos no caule, imagina-se que 

haverá maior proteção contra o ataque do fungo. Segundo Sartori (2005), esses 

compostos são ativos contra vários microrganismos. Seu modo de ação envolve a 

ruptura da membrana celular por compostos lipofílicos e, quando ocorre o 
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rompimento da membrana, esses constituintes atuam nos aminoácidos do fungo, 

causando sua inibição.  

Os açúcares redutores foram evidenciados, em mesma frequência, apenas nos 

caules dos dois cultivares das testemunhas e com a inoculação do isolado Fit 62 

(Figuras 1 e 2). Já nas folhas ocorreram diferenças de frequência nos dois cultivares, 

porém maior frequência pôde ser observada no cultivar M6210 IPRO com o 

inoculante e com o isolado Fit 62 (Figura 4). Esses resultados indicam que o 

inoculante e o isolado Fit 62 desencadearam o aumento da atividade metabólica das 

folhas, pois nestas, quando maduras, ocorre maior translocação dos açúcares, 

elevando, consequentemente, sua respiração (TAIZ; ZEIGER, 2009). 

Nas folhas dos dois cultivares de soja foram encontradas as mesmas 

frequências de glicosídeos cardiotônicos independentes do tratamento (Figuras 3 e 

4). O mesmo ocorreu nos caules, exceto no cultivar testemunha M6210 IPRO, que 

apresentou maior frequência dos glicosídeos cardiotônicos (Figuras 1 e 2). 

Os taninos foram influenciados positivamente pela aplicação do isolado Fit 

62, apenas nas folhas do cultivar Brasmax Garra IPRO, comparado com os caules e 

com as folhas do cultivar M6210 IPRO (Figuras 1-4). 

Os compostos fenólicos e os taninos são os encarregados de proporcionar a 

resistência de tecidos vegetais jovens ao ataque de patógenos e, dessa maneira, são 

inibidores de várias enzimas hidrolíticas, que são produzidas por patógenos, durante 

a patogênese (AGRIOS, 2005). Santos (2004) relatou que as plantas que dispõem de 

grande quantidade de metabólitos secundários possuem maior índice de 

sobrevivência, pois, consequentemente, são plantas com maior resistência a 

problemas ocasionados por fatores bióticos e, ou, abióticos. 

A quantificação dos compostos fenólicos e flavonoides (Tabela 3) evidencia 

que nas folhas de soja do cultivar Brasmax Garra IPRO, cujas sementes foram 

microbiolizadas com o isolado Fit 62 (B. thuringiensis) e com o inoculante, foram 

detectadas maiores concentrações de compostos fenólicos, enquanto no cultivar de 

soja M6210 IPRO as plantas tratadas com o inoculante apresentaram menores teores 

de compostos fenólicos, seguidos das plantas que tiveram sementes microbiolizadas 

com o antagonista Fit 09 (B. cereus). O tratamento com o isolado Fit 09 foi superior 

aos demais tratamentos quanto aos teores de flavonoides nas folhas desses dois 

cultivares. Os caules não seguiram o mesmo perfil, e o cultivar Brasmax Garra 

IPRO, tratado com o isolado Fit 62, apresentou resultado superior, tanto para os 
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teores de compostos fenólicos quanto para os flavonoides. Para o cultivar M6210 

IPRO, os flavonoides apresentaram maiores concentrações quando tratados com o 

isolado Fit 62 (B. thuringiensis), seguidos do inoculante, enquanto para os compostos 

fenólicos o inoculante foi superior, seguido da bactéria antagonista Fit 09 (B. cereus). 

Na Tabela 3, os resultados expressaram diferenças significativas nos conteúdos de 

compostos fenólicos e flavonoides totais em folhas e caules dos cultivares Brasmax 

Garra IPRO e M6210 IPRO. 

 

 

Tabela 3 – Quantificação dos compostos fenólicos e flavonoides presentes em caules 
e folhas de soja dos cultivares Brasmax Garra IPRO e M6210 IPRO, 
oriundos de sementes microbiolizadas com as bactérias Fit 09 (B. cereus) 
e Fit 62 (B. thuringiensis), com inoculante e sem inoculante (testemunha) 

 
 

Tratamentos 

Cultivares 
Folhas  Caule 

Comp. 
Fenólicos 

Flavonoides  
Comp. 

fenólicos 
flavonoides 

Brasmax Garra IPRO 
Testemunha 95,05b 29,35d  15,64d 7,92c 
Inoculante 90,36c 30,00c  21,89c      7,92c  
Fit 09 85,93d 37,42a      25,01b      8,58b                 
Fit 62     117,96a      31,64b                28,26a     10,03a               

M6210 IPRO 
Testemunha 57,04d 26,01c  24,75d 12,50c 
Inoculante 139,56a 31,61b      39,86a     13,66b  
Fit 09     121,86b      32,96a        28,92b      8,11d 
Fit 62       94,79c      10,29d                    25,80c     14,59a                       

Médias seguidas pela mesma letra e mesma coluna não possuem diferença estatística pelo teste de 
Tukey a 0,05% de probabilidade. 

 

 

Os compostos fenólicos apresentam como mecanismo de ação no sistema de 

defesa a inibição do crescimento de fungos, pois inutilizam sistemas enzimáticos que 

fazem parte da produção de energia e síntese dos constituintes estruturais dos 

microrganismos (PORTE; GODOY, 2001). Os flavonoides podem atuar como 

elicitores e também como mecanismos químicos que conferem proteção às plantas 

contra os fitopatógenos (ZUANAZZI; MONTANHA, 2004). Cushnie e Lamb (2005) 

afirmaram que os flavonoides induzem alterações metabólicas nos patógenos, 

impedindo a síntese de ácido nucleico, a atividade da membrana citoplasmática e o 
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metabolismo. A biossíntese e o acúmulo de flavonoides estão interligados a diversas 

funções nas plantas, como proteção contra a incidência de raios ultravioleta, insetos, 

fungos, vírus e bactérias e, também, como mecanismo de defesa contra estresses 

ambientais (SIMÕES et al., 2010).  

Quando avaliado o potencial de controle do mofo-branco, via pulverização 

dessas bactérias (Tabela 4), observou-se que o isolado Fit 09 (B. cereus) 

proporcionou controle superior a 70% em ambos os cultivares testados. Wu et al. 

(2014) demonstraram a eficiência de Bacillus sp., o qual reduziu em 80% a 

ocorrência de mofo-branco em folhas destacadas de canola, via pulverização. Zhang 

e Xue (2010), também em ensaios com folhas destacadas de soja pulverizadas com 

Bacillus subtilis, constataram 90% de redução da severidade de sintomas causados 

por S. sclerotiorum. Já Remuska e Dalla Pria (2007) relataram que a bactéria B. 

thuringiensis, além de diminuir o desenvolvimento de S. sclerotiorum em 37,44%, 

afetou a capacidade do fungo em produzir escleródios. Segundo Nielsen e Sorensen 

(1997), em torno de 20 a 40% das espécies de Bacillus isoladas do solo possuem 

alguma forma de antagonismo contra fungos patogênicos. O antagonismo direto 

realizado contra fitopatógenos abrange os mecanismos de antibiose, como a síntese 

de substâncias antimicrobianas, a competição por espaço e por nutrientes e a síntese 

de compostos voláteis (LEELASUPHAKUL et al., 2008). Da mesma forma, 

Leelasuphakul et al. (2008) relataram que bactérias do gênero Bacillus são capazes 

de causar a lise de esporos e produzir compostos voláteis tóxicos a diferentes 

fitopatógenos, o que pode acabar contribuindo para a diminuição da severidade de 

doenças em plantas.  

No ambiente de casa de vegetação, a doença não se manifestou, e várias 

possibilidades podem ser aventadas para o ocorrido. Embora o patógeno possa 

infectar a planta em qualquer estádio, a fase mais suscetível ocorre na floração. As 

plantas foram inoculadas no estádio vegetativo (V4), fase em que a incidência da 

doença é geralmente menor. Também, a temperatura muito elevada, em torno de 

35 °C, no momento da inoculação, associada ainda à umidade relativa do ar muito 

baixa, pode ter contribuído para que a doença não se manifestasse.  
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Tabela 4 – Diâmetro das lesões (DM) provocadas por Sclerotinia sclerotiorum e 
porcentagem de biocontrole em relação à testemunha em bioensaio 
utilizando folhas destacadas em dois cultivares de soja (Glycine max), 
pulverizados com solução salina (0,85% de NaCl) e com as suspensões 
das bactérias Fit 09 (B. cereus) e Fit 62 (B. thuringiensis) 

 
 
Tratamentos Cultivares 

DM (mm) Controle (%) 
 Brasmax Garra IPRO 
Testemunha 4,530a - 
Fit 09 0,520b 88,5 
Fit 62 2,617a 42,2 
 M6210 IPRO 
Testemunha 3,622a - 
Fit 09 1,022b 71,8 
Fit 62 1,812a 50,0 
  

Médias seguidas pela mesma letra e mesma coluna não possuem diferença estatística pelo teste de 
Tukey a 0,05% de probabilidade. 
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6. CONCLUSÃO 

 

 

 

Os dois isolados de bactérias antagonistas estudados, Fit 09 (B. cereus) e Fit 

62 (B. thuringiensis), apresentaram compatibilidade com B. japonicum, os quais 

auxiliaram positivamente na produção de classes de metabólitos secundários 

relacionados ao sistema de defesa em plantas de soja. 

A bactéria Fit 09 (B. cereus) reduziu o diâmetro das lesões necróticas 

causadas por S. sclerotiorum em ambos os cultivares de soja avaliados, Brasmax 

Garra IPRO e M6210 IPRO, em teste de folhas destacadas. 
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