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RESUMO

A soja é uma das culturas de maior importancia mundial, entretanto, doengas
fungicas representam um risco significativo a sua produtividade e qualidade, ndo
apenas pelas perdas diretas de producdo, mas também pelo potencial risco de
contaminagao por micotoxinas. O controle quimico com fungicidas é eficiente, porém,
apresenta desvantagens, tornando alternativas biologicas altamente desejaveis.
Nessa perspectiva, bactérias do género Bacillus destacam-se por suas diversas
aplicagbes biotecnoldgicas, especialmente devido a produgdo de metabdlitos
secundarios, entre estes, os lipopeptideos, moléculas anfipaticas com propriedades
de biossurfactantes que exibem notavel atividade antimicrobiana. Diante disso, este
trabalho teve como obijetivo verificar a atividade antifungica, através do ensaio de
cultura pareada (antagonismo) de diferentes espécies de Bacillus (B. nealsonii, B.
licheniformis, B. tequilensis e B. pumilus) contra fungos fitopatogénicos
(Colletotrichum truncatum, Corynespora cassiicola, Diaporthe longicolla, Diaporthe
ueckeri, Fusarium incarnatum-equiseti, Fusarium graminearum e Macrophomina
phaseolina), e selecionar a espécie com maior atividade, para a extracédo de
lipopeptideos para verificar a acdo desses extratos sobre os fungos. No ensaio de
dupla pareada, B. pumilus demonstrou o maior potencial de inibicdo do crescimento
micelial dos fungos estudados. O extrato lipopeptidico obtido desta linhagem foi
caracterizado por ESI(+)-HRMS/MS e RMN 'H, e foi observada a presencga de trés
isoformas de surfactina (C13, C14 e C15). Foi analisado também o efeito antifungico
dos extratos adicionados diretamente ao meio de cultivo dos fungos e foi observada
uma significativa reducéo do crescimento micelial e alteragdes morfolégicas, como
mudanga de coloragao da colénia. Analises por microscopia eletrbnica de varredura
(MEV) confirmaram danos ultraestruturais nas hifas, incluindo murchamento, torgéo,
diminuicao na producédo de conidios e deformagdes das estruturas de reprodugao.
Portanto, este trabalho evidencia que o extrato de B. pumilus rico em surfactinas
apresenta alto potencial para o controle de fungos fitopatogénicos, posicionando-se
como um candidato promissor para uso em programas de manejo integrado,
possivelmente em associagao com fungicidas sintéticos.

Palavras-chave: Bacillus spp.; controle bioldgico; fitopatégenos; lipopeptideos;

surfactina.



ABSTRACT

Soybean is one of the most important crops worldwide; however, fungal
diseases pose a significant risk to its productivity and quality, not only due to direct
yield losses but also because of the potential risk of mycotoxin contamination. While
chemical control with fungicides is effective, it presents drawbacks, making biological
alternatives highly desirable. In this context, bacteria of the genus Bacillus stand out
for their diverse biotechnological applications, especially due to the production of
secondary metabolites, among which lipopeptides are amphipathic molecules with
biosurfactant properties that exhibit remarkable antimicrobial activity. Therefore, this
work aimed to verify the antifungal activity, through dual culture (antagonism) of
different Bacillus species (B. nealsonii, B. licheniformis, B. tequilensis, and B. pumilus)
against phytopathogenic fungi (Colletotrichum truncatum, Corynespora cassiicola,
Diaporthe longicolla, Diaporthe ueckeri, Fusarium incarnatum-equiseti, Fusarium
graminearum, and Macrophomina phaseolina) and selected the species with higher
activity, to extract lipopeptides to verity the action of this extracts on fungi. In the dual
culture assay, B. pumilus showed the highest potential for mycelial growth inhibition.
The lipopeptide extract obtained from this strain was characterized by ESI(+)-
HRMS/MS and "H NMR, which identified the presence of three surfactin isoforms (C13,
C14, and C15). The antifungal effect of the extracts added directly to the fungal culture
medium was also analyzed resulting in significant mycelial growth reduction and
morphological changes, such as changes in colony coloration. Scanning electron
microscopy (SEM) analyses confirmed ultrastructural damage to the hyphae, including
shriveling, twisting, reduced conidia production, and deformations of reproductive
structures. Thus, this work demonstrates that the surfactin-rich extract from B. pumilus
has high potential for controlling phytopathogenic fungi, positioning it as a promising
candidate for use in integrated management programs, in combination with synthetic
fungicides.

Keywords: Bacillus spp.; biological control; phytopathogens; lipopeptides; surfactin.
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1 INTRODUGAO

A soja (Glycine max) é uma das commodities agricolas de maior relevancia
mundial. Sua aplicagdo € ampla, abrangendo desde a formulagcdo de ragbes e
producdo de biocombustiveis até o desenvolvimento de produtos farmacéuticos
(Amiid; Ustin, 2025). No setor alimenticio, diversos derivados podem ser obtidos,
como farelo, dleo, isolados proteicos e farinha, devido a sua composi¢ao nutricional,
que inclui elevados teores de proteinas (36%), carboidratos (35%), 6leo (19%),
minerais (5%) e outros compostos (Hassan, 2013).

Segundo o United States Department of Agriculture (USDA, 2025), o Brasil é
atualmente o maior produtor mundial de soja, responsavel por aproximadamente 41%
da produgéo global, com estimativa de 175 milhdes de toneladas na safra 2024/25. A
cultura ocupa cerca de 48,8 milhdes de hectares e apresenta produtividade média de
3,59 toneladas por hectare, destacando sua importancia econémica e estratégica no
cenario agricola internacional.

A produtividade da soja pode ser afetada por diferentes fatores. Entre os
estresses abidticos destacam-se temperaturas extremas, poluigcdo, radiagao,
pesticidas, salinidade e escassez hidrica (Amjid; Ustin, 2025). J& os estresses
bidticos incluem a acao de insetos, plantas daninhas e, principalmente, patdégenos
(Sana et al., 2025). Dentro deste ultimo grupo, os fungos fitopatogénicos sao os
principais agentes causadores de doencas em plantas, resultando em perdas
expressivas na agricultura mundial (Romero; Costa, 2025).

O controle de doengas fungicas baseia-se, em grande parte, no uso de
fungicidas quimicos. Entretanto, esse método apresenta limitacbes, como o
desenvolvimento de resisténcia, que ocorre quando os patdogenos se adaptam e
continuam a proliferar mesmo na presenca de compostos anteriormente eficazes.
Esse fendmeno compromete a eficiéncia do controle e exige o0 emprego de estratégias
complementares, como a rotagao de culturas e o uso de fungicidas com diferentes
mecanismos de agao (Romero; Costa, 2025).

Adicionalmente, crescem as preocupagdes relacionadas aos riscos
associados ao uso indiscriminado de pesticidas, tanto pela presenca de residuos em
alimentos quanto pelos impactos ambientais. Nesse contexto, o uso de
microrganismos como agentes de controle biolégico surge como uma alternativa

promissora para a supressao de patogenos, além de estar alinhado aos principios de



sustentabilidade agricola (Bakr et al., 2025). Dessa forma, os produtos formulados a
base de microrganismos podem atuar de maneira complementar aos fungicidas
quimicos, os quais ainda constituem um componente relevante no manejo de pragas.

Entre os microrganismos utilizados para o controle de fungos fitopatogénicos,
destacam-se as bactérias do género Bacillus. Além de atuarem no controle de
patogenos, essas bactérias tém sido amplamente estudadas pelo seu potencial como
promotoras de crescimento vegetal. A protecdo das plantas pode ocorrer por
diferentes vias, incluindo a inducdo de resisténcia sistémica (/nduced Systemic
Resistance, ISR), formacdo de biofiimes, produgcdo de sideroforos e
exopolissacarideos, além da atuagao como desnitrificantes, contribuindo para a saude
do solo (Mahapatra; Yadav; Ramakrishna, 2022). Ademais, Bacillus é capaz de
sintetizar uma ampla gama de compostos com atividade antimicrobiana, entre os
quais se destacam os biossurfactantes. Dentre estes, os lipopeptideos (LPs) exercem
papel crucial na supressao de patégenos de plantas (Bai et al., 2025).

Os estudos envolvendo LPs vém crescendo ndo apenas na area agricola, mas
também em setores como o farmacéutico, quimico e alimenticio. Isso se deve a sua
estrutura anfipatica, que confere ampla importancia biotecnolégica, refletida em um
espectro de bioatividade diversificado, incluindo propriedades antibacterianas,
antivirais, antifungicas e anticancerigenas (Saiyam et al., 2024).

Nesse contexto, o estudo dos LPs produzidos por bactérias do género Bacillus
se apresentam como uma estratégia promissora para o controle de fungos
fitopatogénicos. Esses compostos, pela sua versatilidade estrutural e amplo espectro
de bioatividade, oferecem n&o apenas eficiéncia na supressao de patégenos, mas
também potencial para reduzir a dependéncia de fungicidas quimicos. Assim, a
exploracdo de tais metabdlitos representa um caminho relevante para o
desenvolvimento de alternativas sustentaveis e eficazes no manejo de doencgas que

afetam culturas de grande importancia agricola, como a soja.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo identificar, entre diferentes espécies

de Bacillus, aquela com maior potencial de biocontrole, realizar a extragcdo e



identificacdo dos LPs produzidos e comprovar a atividade antifungica do extrato frente

a fungos fitopatogénicos de soja.

1.1.2 Objetivos especificos

— Identificar os fungos fitopatogénicos presentes em sementes de soja;

— Avaliar, por meio de ensaios de antagonismo, a atividade antifungica de Bacillus
licheniformis, Bacillus nealsonii, Bacillus pumilus e Bacillus tequilensis frente a
fungos fitopatogénicos;

— Realizar a extragdo de LPs da cepa de Bacillus com melhor desempenho nos
ensaios de antagonismo;

— Identificar e caracterizar os LPs presentes no extrato obtido;

— Comprovar a atividade antifungica dos extratos obtidos;

— Avaliar as alteragdes morfologicas induzidas pelo extrato obtido sobre os fungos

tratados.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 USO DE FUNGICIDAS

2.1.1 Mecanismo de agao

Os fitopatdgenos representam uma grande ameaca as culturas de importancia
econbmica, provocando doencas que comprometem tanto a quantidade quanto a
qualidade dos produtos agricolas. Entre os principais causadores de doengas estao
bactérias, virus, nematoides e fungos. Atualmente, o controle das doengas vegetais
inclui abordagens como o uso de pesticidas quimicos, praticas de manejo eficazes e
o cultivo de variedades resistentes (Islam et al., 2024).

De acordo com a Food and Agriculture Organization (FAO, 2023) o uso de
pesticidas na agricultura tem aumentado significativamente nas ultimas décadas. Em
2022, o total aplicado atingiu 3,70 milhées de toneladas (Mt) de ingredientes ativos,
representando um crescimento de 4% em relagao a 2021, 13% na ultima década e o
dobro do registrado em 1990. Além do volume total aplicado, a intensidade do uso de
pesticidas também aumentou. A quantidade utilizada por area cultivada cresceu 94 %,
enquanto o uso por valor da produgao agricola teve um acréscimo de 5% e o uso per
capita aumentou 35%. Esse crescimento foi particularmente expressivo nas Américas,
onde o uso agricola de pesticidas subiu 10% entre 2021 e 2022, passando de 1,71 Mt
para 1,89 Mt.

Os primeiros fungicidas utilizados eram compostos por moléculas inorganicas,
como cobre, estanho, cadmio e mercurio, conhecidos por sua elevada toxicidade
contra fungos. Contudo, o avanco tecnoldgico levou ao desenvolvimento e maior
adogao de fungicidas sintéticos organicos, que dominam o mercado atual (Baibakova
et al., 2019).

Os fungicidas podem ser classificados em dois grupos principais: nao
sistémicos e sistémicos, com base na sua translocagao dentro da planta.

Os fungicidas ndo sistémicos (de contato) sdo aplicados externamente as
plantas e atuam de forma preventiva, funcionando como uma barreira protetora. Os
fungos podem infectar as plantas por meio de feridas, pela penetragao direta nos
estdmatos ou através das camadas superficiais dos tecidos vegetais. Nas folhas,

esses fungicidas controlam a doenga eliminando apenas o micélio superficial, sem



capacidade de penetragcdo nos tecidos. Por isso, sdo eficazes apenas contra
patdgenos presentes nas superficies, sendo necessarias novas aplicagdes a medida
que a planta se desenvolve (Oliver; Hewitt, 2014; Baibakova et al., 2019).

Os fungicidas nao sistémicos geralmente sao inibidores multissitio, afetando
diferentes processos bioquimicos essenciais para o fungo. Essa atividade ocorre, em
grande parte, devido a sua capacidade de ligagdo com grupos quimicos, como fracoes
tiol, presentes em diversas enzimas. Um exemplo notavel sdo os derivados do acido
ditiocarbamato, que nédo possuem capacidade curativa para plantas ja infectadas
(Baibakova et al., 2019).

Ja os fungicidas sistémicos podem ser protetores, curativos ou erradicantes.
Eles sdo absorvidos pela planta e transportados até o local da infecgdo fungica,
apresentando mobilidade apoplastica ou simplastica. A mobilidade apoplastica ocorre
pelo movimento através dos espacos intercelulares, paredes celulares e elementos
do xilema, sendo influenciada por processos como difusdo e transpiragdo. Ja a
mobilidade simplastica ocorre através dos plasmodesmos, envolvendo absorgao e
distribuic&o via floema (Oliver; Hewitt, 2014).

Os fungicidas sistémicos s&o altamente especificos e atuam em alvos
bioquimicos determinados. Entretanto, essa especificidade aumenta o risco de
resisténcia fungica, especialmente quando utilizados de forma excessiva. Para mitigar
esse risco, os fungicidas sdo organizados em classes quimicas (Baibakova et al.,
2019). Exemplos de fungicidas sistémicos de sitio unico incluem benzimidazdis,
fenilamidas e estrobilurinas (Deising; Reimann; Pascholati, 2008).

O mecanismo de agédo do fungicida influencia diretamente na resisténcia
genética. Fungicidas de sitio especifico apresentam maior potencial de resisténcia,
pois basta uma unica mutagao na proteina alvo para gerar uma mudanca qualitativa.
Isso resulta em duas populagdes distintas, com uma distribuicdo bimodal de
sensibilidade (Lucas; Hawkins; Fraaije, 2015). Por outro lado, os fungicidas inibidores
multissitio, ou os de sitio especifico com mais de um gene ou alelo alvo, geralmente
apresentam uma distribuicdo unimodal, permitindo mudancgas graduais em diregcao a

resisténcia ao longo do tempo (Lucas; Hawkins; Fraaije, 2015).



2.1.2 Impactos ambientais

O uso de fungicidas para proteger, controlar ou erradicar pragas agricolas
pode gerar impactos ambientais adversos, devido a sua persisténcia e mobilidade no
solo e nos ambientes aquaticos, processos frequentemente potencializados pelo
transporte externo de contaminantes associado a erosdo provocada pelo vento e pela
agua (Deb et al., 2010; Silva et al., 2019). Esses impactos estdo diretamente
relacionados a hidrologia local, as caracteristicas do solo e dos corpos d’agua, fatores
que podem variar e aumentar o risco de contaminagao de organismos nao-alvo. Além
disso, fatores antropogénicos, como as praticas de manejo, a taxa de aplicacdo e o
tempo de exposigado, também influenciam o transporte desses produtos (Deb et al.,
2010).

Além dos impactos ambientais, o contato humano com agua contaminada ou
com animais aquaticos que sofreram bioacumulagdo, em concentragcbes superiores
aos limites seguros, pode afetar diretamente a saude dos organismos expostos.
Doses subletais também podem causar instabilidade genbémica nos patégenos
fungicos, acelerando o desenvolvimento de resisténcia aos fungicidas ou o
aparecimento de outras adaptagdes, como € o caso do surgimento de novas ragas de
patdgenos resistentes (Heydari; Misaghi, 1999; Deb et al., 2010; Gambhir et al., 2021).

O uso de fungicidas pode interferir direta ou indiretamente nos organismos do
solo, que sao essenciais para a manutencao das propriedades fisico-quimicas e
biolégicas do solo. Consequentemente, essas alteragbes podem impactar
negativamente a produtividade das culturas agricolas e diminuir a biodiversidade
edafica. Por exemplo, fungicidas que atuam na membrana dos fungos podem gerar
efeitos adversos ao modificar a estrutura e a fungao das comunidades microbianas do
solo (Silva et al., 2019; Yang et al., 2011; Baémaga; Wyszkowska; Kucharski, 2024).

Além disso, fungicidas tém o potencial de alterar a atividade enzimatica do
solo, um aspecto crucial para o equilibrio microbiano. As enzimas presentes no solo
sao originadas principalmente de microrganismos, mas também de restos culturais e
da decomposigdo de organismos maiores, acumulando-se de forma livre ou
estabilizadas na matéria organica. Essas enzimas desempenham papéis
fundamentais nas fungdes microbianas e bioquimicas, facilitando a liberagao de

nutrientes essenciais no ambiente edafico (Silva et al., 2019).



Um estudo realizado por Monkiedje, llori e Spiteller (2002) demonstrou que o
metalaxil (grupo quimico acilalaninato) apresenta toxicidade para bactérias,
especialmente aquelas envolvidas na fixagdo biolégica de nitrogénio, como as
responsaveis pela nitrificacdo. Além disso, o metalaxil foi capaz de inibir a atividade
da enzima desidrogenase, que € um indicador-chave da saude microbiana do solo.
De forma similar, o tebuconazol (grupo quimico triazol) mostrou reduzir a populacao
de bactérias oxidantes de aménio e enxofre, essenciais para o ciclo do nitrogénio e
enxofre no solo (Karas et al., 2018).

Outro estudo, realizado por Vozniuk et al. (2016), avaliou um produto
comercial contendo ciproconazol (grupo quimico triazol) e fludioxonil (grupo quimico
fenilpirrol), onde os resultados indicaram que esse produto reduz a populagdo de
microrganismos envolvidos na fixagdo de nitrogénio, impactando a microbiota do solo.

Além disso, alguns fungicidas também afetam animais invertebrados e
artrépodes do solo, como minhocas e milipedes. Por exemplo, o carbendazim (grupo
quimico benzimidazol) possui capacidade de reduzir minhocas Pontoscolex
corethrurus e Andiorrhinus amazonius, bem como para o milipede Trigoniulus
corallinus (Forster et al., 2006). Esses efeitos reforcam a necessidade de cautela no
uso de fungicidas, considerando seus impactos de longo prazo sobre a saude do solo
e a sustentabilidade dos agroecossistemas.

Em uma revisdo sistematica sobre fungicidas benzimidazoéis, Gomes (2022)
conduziu uma pesquisa detalhada e constatou que, apesar de algumas divergéncias
experimentais, diversos estudos in vitro e in vivo, tanto em animais quanto em culturas
de células humanas, evidenciaram a genotoxicidade desse grupo quimico. Os
resultados indicaram seu potencial para causar aberragdes cromossdmicas,
aneuploidia, poliploidia, danos ao acido desoxirribonucleico (Deoxyribonucleic acid,
DNA) e formagé&o de micronucleos.

Além disso, o tiabendazol, um fungicida benzimidazdlico, foi associado a
efeitos toxicos em peixes, induzindo apoptose, producao de espécies reativas de
oxigénio (EROs) e respostas inflamatdrias (Park et al., 2023). Ja o carbendazim
apresenta alta persisténcia no solo, com degradacéo lenta devido as interacbes com
coloides, o que prolonga sua permanéncia no ambiente em estado imobilizado
(Berglof et al., 2002).

Os fungicidas que possuem como mecanismo de agao a inibigao da sintese

de esterdis, que incluem os grupos quimicos dos triazois/triazolintiona apresentam



riscos associados, por exemplo, os triazdis, apresentam alta persisténcia no solo e
em ambientes aquaticos, além de atingir organismos n&o alvo (Roman et al., 2022)
Embora as bactérias ndo possuam esterdis em sua composic¢ao, fungicidas com
este mecanismo de acao tém sido associados a efeitos colaterais indiretos sobre
esses organismos (Yang et al., 2011).

Os fungicidas do grupo dos ditiocarbamatos, em especial maneb, zineb e
mancozeb, produzem um metabdlito chamado etilenotioureia (ETU), amplamente
reconhecido como o principal responsavel por sua toxicidade. Estudos indicam uma
possivel carcinogenicidade associada a esse composto (Houeto; Bindoula; Hoffman,
1995). Além disso, um estudo conduzido por Gao et al. (2025) demonstrou que o
mancozeb desencadeia hepatotoxicidade em camundongos, reforgando
preocupagdes sobre seus impactos na saude. Em outra pesquisa, Lori et al. (2021)
avaliaram o potencial do mancozeb em causar danos em células de carcinoma
hepatocelular e linhagens epiteliais de carcinoma humano, investigando sua
citotoxicidade, inducado de apoptose, necrose e producdo de espécies reativas de
oxigénio. Os resultados mostraram que o mancozeb induziu danos oxidativos ao DNA
devido ao estresse oxidativo, levando a morte celular por apoptose, com fenétipos de
necrose secundaria precoce. Além disso, o fungicida demonstrou potencial
clastogénico e aneugénico, confirmando sua genotoxicidade. Essas evidéncias
sustentam as restricdes impostas ao seu uso em diversos paises nos ultimos anos.

Outro grupo de fungicidas que possui mecanismo de agao multissitio, assim
como os ditiocarbamatos, € o das isoftalonitrilas, com destaque para o clorotalonil.
Organismos aquaticos e anfibios estdo entre os mais vulneraveis a exposigao a esse
composto. Em anfibios, o clorotalonil pode causar alteracbes bioquimicas
relacionadas a biotransformacgéao e ao desenvolvimento, impactando seu ciclo de vida
(Tao et al., 2024; Méndez et al., 2016). Além disso, estudos associam esse fungicida
a efeitos disruptores enddcrinos em peixes, como observado na espécie peixe-zebra
(Danio rerio), em que a exposicao reduz o sucesso reprodutivo e provoca alteragoes
cerebrais (Guillante et al., 2024).

Assim como ocorre com o clorotalonil, estudos indicam que a exposi¢ao do
peixe-zebra a dimoxistrobina, um composto pertencente ao grupo das estrobilurinas,
pode causar disturbios no desenvolvimento, incluindo deformidades morfolégicas
graves. Além disso, em doses subletais, a dimoxistrobina compromete a inflagdo da

bexiga natatoria, afetando o desempenho da natacado (Ahmed et al., 2024).



Pesquisas sugerem que os fungicidas estrobilurinicos sdo mais persistentes
em solos aerdbicos, com uma degradagdo dependente do pH, o que resulta em
impactos toxicos tanto para organismos edaficos quanto para aqueles em ambientes
aquaticos. Os efeitos adversos incluem imunomodulacdo, apoptose celular,
desregulacdo endodcrina, estresse oxidativo e genotoxicidade (Rodrigues; Lopes;
Pardal, 2013; Pandey; Rathore, 2023).

Além das estrobilurinas, os fungicidas da classe das carboxamidas, que
compartilham um mecanismo de agdo semelhante (atuando na cadeia respiratoria
mitocondrial e inibindo a producdo de energia nas células dos fungos), também
representam riscos ecolégicos significativos para a fauna terrestre nao alvo e para os
ecossistemas aquaticos proximos a areas agricolas (Zhang et al., 2024). Evidéncias
experimentais indicam que inibidores da succinato desidrogenase (Succinate
Dehydrogenase Inhibitor, SDHI) podem provocar mortalidade, disfungao mitocondrial,
estresse oxidativo e atrasos no desenvolvimento em organismos nao alvo (Dwivedi;
Gaur; Gupta, 2025).

Os efeitos negativos desses fungicidas também foram evidenciados em
experimentos com anfibios. Um estudo conduzido por Assis et al. (2022) testou
diferentes concentracbes de um produto a base de estrobilurina e carboxamida em
girinos das espécies Rana catesbeiana e Leptodactylus latrans, revelando efeitos
mutagénicos. Para R. catesbeiana, observou-se um aumento na frequéncia de
micronucleos, enquanto para L. lafrans, foram registradas anormalidades nos
eritrocitos.

Além dos impactos em anfibios, efeitos sobre insetos também foram
relatados. Em um estudo realizado por Saifullah et al. (2022), o fungicida fluazinam
(grupo quimico fenilpiridinilamina), um inibidor da fosforilacdo, foi testado em
Leptinotarsa decemlineata. Os resultados indicaram que a exposi¢ao repetida ao
composto causou alteragbes na expressdo génica, afetando genes envolvidos na
desintoxicacdo metabdlica, resisténcia a inseticidas e tolerancia ao estresse. Esses
achados sugerem um potencial para resisténcia cruzada com outros pesticidas e
indicam que, por meio da modulagdo da expressao génica, efeitos a longo prazo
podem surgir.

De modo geral, a resisténcia a fungicidas € um fator critico na produgao
agricola, pois leva ao aumento do numero de aplicagdes para manter a eficacia no

controle de doencgas, elevando os custos de producgao e intensificando os impactos



ambientais (Ceresini et al., 2024). Para contornar esse problema, é comum a adogao
de misturas e alternéancias de fungicidas, que, embora possam melhorar o controle,
frequentemente exigem o uso de produtos mais caros, aumentando ainda mais os
custos (Corkley; Fraaije; Hawkins, 2022). Além disso, a medida que a resisténcia se
torna mais prevalente, a resposta da doencga as doses de fungicida se altera, levando
a necessidade de maiores quantidades de produto, o que, apesar de reduzir a
severidade da doenca, também encarece o manejo fitossanitario (Van Den Bosch et
al., 2020).

A transicdo de uma dependéncia excessiva de fungicidas para uma
abordagem integrada de manejo de doencas € essencial para reduzir a pressao de
selegdo para resisténcia. A combinacao de estratégias de controle cultural, bioldgico
e quimico, aliada a boas praticas agricolas, como rotagéo de culturas, diversificagao
de materiais de plantio e uso de cultivares resistentes, pode minimizar a necessidade
de aplicagdes frequentes de fungicidas. Essas medidas ndo apenas reduzem os riscos
associados a resisténcia, mas também promovem um manejo mais sustentavel das

doencas (Ceresini et al., 2024).

2.2 FITOPATOGENOS

2.2.1 Colletotrichum truncatum

O género Colletotrichum é amplamente reconhecido por sua significativa
importancia econémica na agricultura global, devido a sua capacidade de infectar
diversas culturas. Essa relevancia o posiciona na oitava posi¢ao no ranking global de
fungos fitopatogénicos mais importantes, tanto do ponto de vista cientifico quanto
econdmico (Dean et al., 2012). Na soja, C. truncatum é o agente causal da antracnose,
doenca que afeta tanto a fase de pré-emergéncia quanto a pés-emergéncia (Boufleur
et al., 2021).

Um estudo de Dias, Pinheiro e Café-Filho (2016) revelou que, no Cerrado da
regido norte-centro-oeste do Brasil, a cada 1% de aumento na incidéncia de vagens
doentes, ha uma perda média de 90 kg/ha de soja. Esses dados n&o apenas destacam
a gravidade da antracnose na soja, mas também seu impacto econémico, que ameacga
a rentabilidade das lavouras em regides tropicais. Nos Estados Unidos, a antracnose

também representa um problema expressivo, como foi observado entre os anos de



1996 e 2023, as perdas acumuladas atribuidas a doencga foram estimadas em 189
milhdes de alqueires, gerando um prejuizo econémico aproximado de 1,5 bilhdes de
dolares (Crop Protection Network, 2024).

Os sintomas incluem manchas deprimidas, escuras e irregulares em
cotilédones, peciolos e caules, além de podriddo nas vagens, que pode provocar sua
abertura prematura e a germinagcado precoce dos graos. A doencga também causa
necrose nas nervuras das folhas, levando a desfolha precoce (Boufleur et al., 2021).
Sendo uma doenga cosmopolita, a antracnose esta presente em todas as regides
produtoras de soja no Brasil. O patdgeno sobrevive em restos de cultura e sementes,
sendo disseminado a longas distancias por sementes infectadas ou contaminadas
com conidios. A dispersdo dentro dos campos ocorre por meio de restos vegetais e
respingos de chuva ou irrigacéo (Agrofit, 2024).

Os fungos do género Colletotrichum se destacam pelo estilo de vida
hemibiotréfico intracelular, que combina fases biotréfica e necrotrofica durante o ciclo
de infecgdo. Na fase biotrofica, a infeccdo comega com hifas primarias intracelulares
de grande diametro, que posteriormente se estreitam, ramificam-se e se espalham por
todo o tecido do hospedeiro, uma caracteristica da fase necrotréfica (Dean et al.,
2012).

Entre os metabdlitos secundarios do género, destacam-se a coletoclorina E,
a coletopirona e a 6-hidroximelleina, compostos com notavel toxicidade que
contribuem para os danos as plantas hospedeiras (Reveglia et al., 2023).

2.2.2 Corynespora cassiicola

C. cassiicola é um fitopatdégeno com a capacidade de infectar mais de 500
espécies de plantas, incluindo culturas de grande importancia econédmica, como a soja
(Mackenzie et al., 2018). Esse fungo é causador da doenga mancha-alvo em soja
(Smith; Kelly; Lamour, 2021).

A primeira descricdo de C. cassiicola como causador de doenga na soja
ocorreu em 1954, no estado de Nebraska (EUA). Na ocasido, foram observadas
lesdes no hipocatilo e nas raizes, que, a medida que a doenga avangava, provocavam
atrofiamento nas plantulas de soja (Boosalis; Hamilton, 1957, p. 696—698). Os
sintomas causados por C. cassiicola nas plantas de soja sdo variados e podem

comprometer significativamente o desenvolvimento da cultura. Nas folhas, observa-



se intensa desfolhac&o, geralmente iniciada nas folhas basais. As manchas foliares
sao circulares, com até 2 cm de didmetro, e apresentam anéis concéntricos com o
centro escuro, caracteristicas tipicas da infecgcdo. Em hastes e vagens, as lesdes
também sao frequentes, enquanto nas raizes a infeccdo se manifesta inicialmente por
uma coloragao castanho-clara. Com o avango da doencga, as plantas podem morrer,
e as raizes apresentam-se recobertas por uma camada escurecida, formada por
conidios e conidiéforos do fungo. Embora menos comum, a infeccdo em sementes
também pode ocorrer, resultando em uma colorag&o castanho-escura (Agrofit, 2024).

Além disso, C. cassiicola pode sobreviver em estado de hibernagao em raizes
e caules infectados, ou até mesmo em solo infestado, por pelo menos dois anos
(Boosalis; Hamilton, 1957, p. 696—698). A disseminagdo pode ocorrer por meio de
sementes infectadas ou contaminadas. No campo, ela é facilitada pelos trabalhos de
preparacdo do solo, pela agua de precipitagdes pluviais ou pela irrigagdo. A
disseminagao secundaria acontece também pelo vento. Além disso, precipitagdes
prolongadas durante o periodo de maturagao da cultura favorecem o desenvolvimento
da doenca (Agrofit, 2024).

Dentre os fatores que influenciam a patogénese, a cassiicolina se destaca
como uma toxina determinante para a infecgao primaria, sendo relatada como um
metabdlito produzido por C. cassiicola (Breton; Sanier; D’Auzac, 2000). Essa
substancia atua como uma toxina seletiva do hospedeiro, resultando em danos

severos a estrutura celular das folhas (Barthe et al., 2007).

2.2.3 Diaporthe spp.

Diaporthe representa a forma sexuada (teleomorfo) do fungo, enquanto a
forma assexuada (anamorfo) & conhecida como Phomopsis. Contudo, recomenda-se
0 uso exclusivo de Diaporthe para nomear o género, considerando dois fatores
principais: (1) cerca de 1.000 nomes foram descritos para ambos os géneros, muitos
dos quais correspondem a morfos sexuais e assexuais da mesma espécie; (2)
Diaporthe foi introduzido anteriormente a Phomopsis (Diaporthe 1870 versus
Phomopsis 1905) e representa a maioria das espécies descritas. A formalizagéao
dessa nomenclatura foi sugerida por Rossman et al. (2015), corroborando estudos

prévios (Udayanga et al., 2011).



As espécies de Diaporthe atuam como fitopatdgenos e endéfitos em uma
ampla gama de hospedeiros. Trata-se de um género cosmopolita, entre cujas
espécies destacam-se algumas de importancia econémica significativa, como na
cultura da soja (Santos et al., 2011; Gomes et al., 2013). Fungos desse género estao
associados ao desenvolvimento do cancro do caule em soja (Backman; Weaver;
Morgan-Jones, 1985). Recentemente, Petrovi¢ et al. (2021) propuseram renomear
essa doenga como podridao de sementes de Diaporthe.

No Brasil, espécies como D. longicolla e D. ueckeri tém sido relatadas como
agentes causadores de uma doenca endémica, afetando principalmente os produtores
do estado do Mato Grosso (MT). A incidéncia da doenga varia entre 10% e 40%,
gerando impactos econémicos significativos no pais (Nascimento et al., 2024). Nos
Estados Unidos, o cancro da haste também tem relevancia econdmica expressiva.
Entre os anos de 1996 e 2023, as perdas acumuladas foram estimadas em 180
milhdes de alqueires, o que resultou em um prejuizo econdmico de aproximadamente
1,6 bilhdes de dodlares (Crop Protection Network, 2024). Na China, constatou-se que,
nos ultimos anos, houve um aumento na frequéncia de Diaporthe sp., provocando
perdas no rendimento na soja de 10% a 30%. Esse cenario tem sido atribuido a
auséncia de tratamentos de sementes adequados e ao uso limitado de cultivares
resistentes (Zhao et al., 2022b).

Diaporthe spp. causa deterioragdo em sementes de soja, especialmente em
condigdes quentes e umidas, afetando principalmente os estagios de reproducdo (R5
e R6) e maturagcdo (R7 e R8). Os danos s&o mais severos na pré-colheita,
particularmente em caso de atrasos, impactando diretamente a qualidade das
sementes (Petrovi¢ et al., 2021; Hosseini, 2023). Cultivares de maturagao precoce
apresentam maior suscetibilidade a infeccdo em comparacao as de maturacao tardia
(Batzer; Mueller, 2020).

Sementes infectadas podem n&o exibir sintomas visuais em casos de infecgéo
menos severa. Entretanto, infecgdes mais graves resultam em sementes menores,
opacas, enrugadas e alongadas (Haafke, 2021). Além disso, essas sementes
representam uma fonte de disseminagao do patdogeno para areas previamente livres
de Diaporthe (Hosseini, 2023). Diaporthe pode ser disseminado através de corpos de
frutificacao formados em restos culturais, na forma de picnidios e peritécios, além da
disseminagao através da liberagao de esporos, que podem ser na forma de conidios

e ascosporos, disseminando-se através da chuva e vento (Hosseini, 2023).



Apesar de sua importancia, os mecanismos de infeccdo e colonizagao de
Diaporthe em tecidos de soja ainda n&o sao totalmente compreendidos. Estudos
adicionais sdo necessarios para identificar fatores de viruléncia, como fitotoxinas e
efetores. Embora promissor, o diagnéstico molecular ainda enfrenta limitagbes na
diferenciacdo de espécies em diferentes tecidos vegetais, além de haver poucas
pesquisas sobre a patogenicidade e diversidade desses fitopatdgenos (Hosseini,
2023; Zhao et al., 2022b). Como Diaporthe possui ampla distribuicdo geografica e
variedade de hospedeiros, a diversificagdo ambiental pode levar ao surgimento de
novas espécies, contribuindo para a resisténcia ao uso de fungicidas (Zhao et al.,
2022b).

2.2.3.1 Diaporthe longicolla

Estudos conduzidos por Sureshbabu et al. (2024) tiveram como objetivo
analisar a relagdo entre a infeccdo de caule e sementes de soja causada por D.
longicolla. Os autores concluiram que o desenvolvimento de cultivares geneticamente
resistentes pode representar uma alternativa promissora para o manejo dessa
doencga, desde que seja economicamente viavel. No entanto, destacaram que, até a
data da publicagdo do estudo, havia uma caréncia significativa de informacdes
disponiveis sobre cultivares resistentes nos Estados Unidos. Essa limitagdo é
especialmente preocupante, considerando que no pais, D. longicolla é apontado como
o principal agente causal de podriddo de caule e vagens, além de contribuir para a
deterioragcdo de sementes de soja, impactando negativamente a produtividade e a

qualidade do cultivo.

2.2.3.2 Diaporthe ueckeri

D. ueckeri foi descrito pela primeira vez por Udayanga et al. (2015), sendo
isolado de melao (Cucumis melo L.). Os autores destacaram o potencial patogénico
dessa espécie em diversos hospedeiros, incluindo a soja, devido ao seu carater
oportunista. Posteriormente, Thompson et al. (2015) introduziram D. miriciae como
patdogeno que pode ser encontrado na soja. No entanto, o clado de D. ueckeri inclui

nove isolados, entre eles D. miriciae, mas devido a precedéncia na data de publicagéo,



D. ueckeri € a nomenclatura prioritaria conforme estabelecido por Gao, Liu e Cai
(2016).

Na América do Sul, D. ueckeri foi relatado pela primeira vez na Coldmbia, em
2018, causando lesdes alongadas de cor preta a marrom-avermelhada nos caules,
com uma incidéncia de 20% de plantas de soja doentes (Lopez-Cardona et al., 2021).

Posteriormente, Mena et al. (2024) registraram pela primeira vez D. ueckeri
como causador de cancro da haste em soja no Uruguai.

Mais recentemente, D. ueckeri foi relatado pela primeira vez no Brasil como

causador de doencgas em soja (Santos et al., 2024).

2.2.4 Fusarium spp.

O género Fusarium pleomoérfico apresenta estados teleomorfos, como
Gibberella, Nectria, Haematonectria e Neocosmospora. Contudo, o uso da forma
anamorfa (Fusarium) € amplamente recomendado devido a sua relevancia cientifica
e pratica (Geiser et al., 2013; Ma et al., 2013; Tupaki-Sreepurna; Kindo, 2018).
Fusarium compreende pelo menos dez complexos de espécies filogeneticamente
relacionadas, resultado de sua importancia tanto na agricultura quanto como patdégeno
de humanos e animais (O'Donnell et al., 2010; Tupaki-Sreepurna; Kindo, 2018).

Trata-se de um género cosmopolita, reconhecido como um dos mais
significativos na agricultura, dada sua alta patogenicidade em plantas. As toxinas
produzidas por Fusarium podem contaminar produtos agricolas e causar doencgas
severas. Os sintomas em plantas incluem queimaduras, cancros e murchas, que
afetam culturas horticolas, ornamentais e grandes culturas. Esses danos
comprometem significativamente a qualidade e a produtividade das plantas (Ma et al.,
2013; Ekwomadu; Mwanza, 2023).

Um exemplo da relevancia econémica deste género como causador de
doencas na soja € o impacto observado entre os anos de 1996 e 2023, periodo em
que as perdas estimadas alcangcaram 164 milhdes de alqueires, resultando em um
prejuizo econémico de aproximadamente 1,4 bilhdes de ddlares nos Estados Unidos
(Crop Protection Network, 2024).

Em um estudo realizado por Ekwomadu, Gopane e Mwanza (2018), observou-
se a predominancia de Fusarium em 82% das amostras de milho (Zea mays L.)

destinadas a alimentagdo humana na Africa do Sul. A presenca dessas toxinas, como



tricotecenos, fumonisinas e zearalenona, representa um risco grave a saude, podendo
contaminar alimentos e ragdes, tornando-os impréprios para consumo e, em casos
extremos, levando a morte (Ma et al., 2013; Ekwomadu; Mwanza, 2023).

Em um estudo conduzido por Arias, Leandro e Munkvold (2013), foram
testadas nove espécies de Fusarium em soja, tanto em condi¢ées de campo quanto
em estudos controlados. As plantas infectadas apresentaram sintomas de podridao
radicular, com impacto significativo no comprimento, area da superficie, e massa das
raizes, variando entre e dentro das espécies ao longo dos estagios vegetativo e
reprodutivo. Os resultados indicaram que a infeccao pode levar a redugao do
rendimento devido a deterioracdo da saude das raizes, comprometendo o suporte
fisico, a nodulagéo, e a absorgéo e transporte de agua e nutrientes do solo para a
planta. Entre as espécies avaliadas, F. graminearum foi a que causou as lesées mais
severas, embora a associagcdo desse fungo com danos as raizes de soja seja um
fendbmeno relativamente recente.

O desenvolvimento de Fusarium €& favorecido por condi¢bes de cultivo
quentes e secas (Ekwomadu; Mwanza, 2023). A infecgdo apresenta variabilidade:
inicialmente como biotréfico (dependente de hospedeiro vivo) e, posteriormente,
transicionando para um estilo de vida necrotrofico, em que consome células do
hospedeiro, resultando em sua morte. Sua disseminagcédo ocorre pelo ar, agua e,
predominantemente, pelo solo, onde os esporos podem sobreviver por muitos anos.
Equipamentos agricolas contaminados e insetos também sao vetores de
disseminagao. Fusarium sobrevive em ampla variedade de condigdes ambientais (Ma
et al., 2013).

Os mecanismos de infecgao incluem componentes de vias de sinalizagao
celular, utilizacdo de enzimas (celulases, pectinases e xilanases) para degradacao da
parede celular vegetal, e fatores de viruléncia, como toxinas e efetores, que facilitam
a colonizagdo do hospedeiro (Ma et al., 2013; Chang et al., 2020; Ekwomadu;
Mwanza, 2023).

O controle de Fusarium apresenta desafios significativos devido a ineficacia
de métodos fisicos, quimicos e culturais, além do elevado custo associado
(Ekwomadu; Mwanza, 2023). Apesar de sua relevancia para a producéo de soja, a
patogenicidade de Fusarium transmitido por sementes ainda nao é totalmente
compreendida. Em algumas espécies, o controle pode ser realizado por meio do

tratamento de sementes; no entanto, durante os estagios finais de desenvolvimento



das plantas, a eficacia desse método diminui, tornando-o incapaz de controlar
completamente a doenga. Além disso, o uso prolongado de um unico agente quimico
pode resultar na selegdo de populagdes resistentes (Chang et al., 2020; Wang et al.,
2024).

2.2.4.1 Fusarium incarnatum-equiseti

A especiagdo de Fusarium no complexo F. incarnatum-equiseti (FIESC) é
considerada criptica, exigindo métodos adicionais de identificacdo além dos
tradicionais. O complexo atualmente inclui 40 espécies filogenéticas, agrupadas em
dois clados principais: equiseti e incarnatum (O’Donnell et al., 2009; O’Donnell et al.,
2012; Villani et al., 2016; Wang et al., 2019). As espécies pertencentes ao complexo
FIESC exibem variagdo em sua patogenicidade e toxicidade, podendo causar danos
severos em diferentes tecidos da soja, dependendo das condigdes ambientais e do
hospedeiro (Zhao et al., 2022a).

Verma et al. (2024) destacaram que espécies do complexo FIESC estdo
associadas a podriddo de graos e vagens em varias culturas de importancia
econdmica, incluindo a soja, alertando para o potencial de ameaca representado por
esses fungos. O apodrecimento dos tecidos vegetais ocorre por meio da acéo de
enzimas extracelulares, como pectinases e celulases, que degradam as paredes
celulares (Ghosal; Datta, 2024).

2.2.4.2 Fusarium graminearum

F. graminearum é amplamente reconhecido como um patégeno de poaceas,
sendo responsavel por causar giberela em diversas culturas de cereais,
especialmente no trigo, além de provocar podriddo da espiga e do colmo no milho. No
entanto, também foi identificado infectando a soja, com o primeiro isolamento ocorrido
entre 2001 e 2002, na Argentina, em sementes e partes vegetativas dessa cultura. Na
ocasiao, observou-se descoloracdo externa em partes do caule, com o interior
apresentando coloracdo marrom-claro. As folhas exibiram clorose internerval, e as
sementes apresentaram tegumento rosado (Detranaltes; Ma; Cai, 2023; Pioli;
Mozzoni; Morandi, 2004).



Em um estudo realizado no Brasil com diversas linhagens de F. graminearum,
foram observados sintomas caracteristicos, como lesdes necréticas em vagens
semelhantes a queimaduras, que se expandiram para o interior da vagem,
colonizando completamente o tegumento, o endosperma e o embridao das sementes
de soja. As sementes infectadas ndo apresentaram coloragdo vermelha, mas sim
manchas necroticas marrons e afundadas, além do desenvolvimento de um micélio
branco e fofo (Martinelli et al., 2004).

F. graminearum foi um dos primeiros patdégenos a ter seu genoma
completamente sequenciado, devido a sua relevancia global como causador de
doengas em plantas e seres humanos (Cuomo et al, 2007; Brown; Antoniw;
Hammond-Kosack, 2012). O sequenciamento gendmico permitiu identificar ao menos
109 proteinas do secretoma do fungo, que desempenham papéis cruciais na interagao
com as plantas hospedeiras, atacando a cuticula e os componentes da parede celular
das plantas, como as microfibrilas de celulose (Brown; Antoniw; Hammond-Kosack,
2012).

Apesar dos avangos, os mecanismos de patogénese e infeccdo de F.
graminearum ainda nao estao totalmente compreendidos. Entender esses processos
€ essencial para implementar estratégias de manejo mais eficazes direcionadas ao
controle do patégeno em seus hospedeiros (Naeem et al., 2021). Nesse contexto, foi
realizada uma analise de RNA-seq, que revelou 2.313 genes diferencialmente
expressos (DEGs). Esses genes fornecem informagbes importantes sobre o
metabolismo do carbono, peroxissomos, eliminacdo de EROs, biossintese de
micotoxinas, reproducdo sexual e viruléncia, ampliando o entendimento das

interacdes moleculares entre F. graminearum e a soja.

2.2.5 Macrophomina phaseolina

M. phaseolina causa a doenga chamada podriddo de carvdo em varias
culturas de importancia econémica, como milho, sorgo, algodao e principalmente a
soja, além de outros 500 hospedeiros (Thakur; Reddy; Mathur, 2007). O fungo causa
perdas significativas no rendimento e produtividade da soja (Shamrao, 2020). Nos
Estados Unidos, a podridao de carvao apresenta elevada relevancia econémica. Entre
os anos de 1996 e 2023, as perdas acumuladas foram estimadas em 728 milhdes de

alqueires, resultando em um impacto financeiro de aproximadamente 6 bilhdes de



dolares (Crop Protection Network, 2024). No Brasil, em 1994, as perdas de soja
causadas por este fungo foram estimadas em 930 mil toneladas, enquanto nos
Estados Unidos o impacto foi de 275 mil toneladas (Wrather et al., 1997).

O fungo era considerado um patégeno necrotrofico. No entanto, atualmente é
tratado como hemibiotrofico, pois foi verificado que ha uma fase biotréfica distinta de
até 36 horas antes do inicio do colapso necrétrofico do tecido, o que dificulta a
deteccao precoce no campo em decorréncia dessa fase de infeccdo biotrofica
assintomatica (Chowdhury; Basu; Kundu, 2017; Shirai; Eulgem, 2023).

O fungo se desenvolve em condigdes climaticas quentes e secas, e as perdas
sao aumentadas em condi¢gdes de alta umidade. Em algumas situagcdes, pode nao
haver sintomas aparentes em soja, mas ainda assim ocorrer contaminagao por este
fungo, disseminando-se n&o apenas pelo solo, mas também por sementes (Sarr et al.,
2014; Shamrao, 2020). O fungo se espalha das raizes para o caule, formando
estruturas chamadas microesclerodios (aglomerados esféricos de células hifais), que
podem sobreviver de 2 a 15 anos no solo. A infeccdo causa obstrucdo do tecido
vascular, e ao atingir vasos do xilema, bloqueia a translocagéo de agua e carboidratos
para as partes superiores da planta, resultando em sintomas como murchas,
amarelecimento e atrofiamento das plantas (Shamrao, 2020; Thakur; Reddy; Mathur,
2007; Shirai; Eulgem, 2023).

Dada a importancia do patégeno, seu genoma foi sequenciado (Islam et al.,
2012), constatando-se que ele é capaz de produzir em abundancia enzimas
oxidativas, peroxidases e hidroliticas, que possuem capacidade de degradar
componentes da parede celular vegetal. Além disso, o fungo apresenta um conjunto
de esterases de carboidratos com familias mais amplas do que qualquer outro fungo.
Dados de microarray fenotipico indicam que o fitopatégeno é altamente adaptavel a
diferentes condi¢des ambientais, como variagcdes de potencial osmoético e pH. Além
das enzimas, possui um amplo numero de genes associados a interagado patégeno-
hospedeiro, incluindo genes envolvidos na adesao, transdugao de sinal e biossintese
de purinas (Islam et al., 2012).

O patogeno produz diversas toxinas, como a potente patulina, sendo a
principal a faseolinona, que causa danos ao protoplasto celular (Thakur; Reddy;
Mathur, 2007; Islam et al., 2012).



O controle quimico de M. phaseolina é dificil, pois até o momento nao ha
registro de fungicida eficaz para controlar esse patdogeno. Ndo existe fungicida
sistémico com capacidade de se mover em dire¢ao as raizes (Marquez et al., 2021).

Dessa forma, o uso de agentes bioldgicos surge como uma alternativa
promissora para controlar doencas causadas por M. phaseolina, impactando
diretamente no patdégeno, inibindo seu crescimento e promovendo o uso de
metabdlitos vegetais e elicitores de defesas vegetais (Reznikov et al., 2016; Marquez
et al., 2021).

2.3 Bacillus spp.

Bactérias do género Bacillus sdo microrganismos Gram-positivos, catalase
positivos, com morfologia predominantemente no formato de bastonetes. Podem
apresentar metabolismo aerdbio ou anaerdébio facultativo e possuem a capacidade de
formar endosporos altamente resistentes, caracteristica essencial para sua
sobrevivéncia e colonizagao em diferentes ambientes. Essas estruturas permitem que
resistam a condi¢cdes adversas, incluindo variagbes extremas de temperatura, o que
explica sua presenca tanto em ambientes mesodfilos quanto em extremos. Bacillus séo
capazes de formar biofilmes, que sdo agregados multicelulares que facilitam a sua
associagao em superficies e interfaces. Apos o estabelecimento desses agregados,
inicia-se a producado da matriz extracelular, que sdo formadas principalmente por
exopolissacarideos e proteinas excretadas da célula (Branda et al., 2005; Herrmann
et al.,, 2024). Essas bactérias podem ser encontradas em diversos locais, incluindo ar,
agua e solo, além disso, Bacillus apresenta metabolismo quimiorganotrofico,
utilizando compostos organicos como fonte de carbono e energia (Baruzzi et al., 2011;
Herrmann et al., 2024).

O género Bacillus destaca-se como um dos mais aplicados em processos
industriais, visto que em grande maioria ndo sdo patogénicas e livres de exotoxinas e
endotoxinas, varias cepas sao rotuladas como geralmente reconhecido como seguro
(Generally Recognised as Safe, GRAS) e presung¢ao qualificada de seguranca
(Qualified Presumption of Safety, QPS) pelos Estados Unidos e Unido Europeia,
respectivamente, incluindo espécies relevantes como B. subtilis, B. licheniformis, B.

amyloliquefaciens e B. pumilus (Liu et al., 2013; Herrmann et al., 2024).



O género Bacillus é altamente versatil, apresentando aplicagdes em diversas
areas devido a sua capacidade de produzir substancias bioativas, como enzimas,
antibidticos, vitaminas, aminoacidos e acidos organicos (Yang et al., 2025). Espécies
desse género tém sido amplamente empregadas em formulagdes probidticas
(Elshaghabee et al., 2017), na fermentagéo de alimentos (Kimura; Yokoyama, 2019),
em processos de biorremediacao (Yang et al., 2025), entre outras aplicacoes.

Na agricultura, essas bactérias atuam por meio de diversos mecanismos,
incluindo a fixacdo de nitrogénio, a solubilizagcdo e mineralizagdo de nutrientes, a
producao de fitohormonios e sideréforos, a sintese de compostos antimicrobianos e
enzimas hidroliticas, além da indugdo de resisténcia sistémica e do aumento da
tolerancia a estresses abidticos (Goswami; Thakker; Dhandhukia, 2016; Saxena et al.,
2020).

Além de promoverem o crescimento vegetal, bactérias do género Bacillus
também podem atuar na protecao das plantas contra fitopatdégenos (Maral-gul; Eltem,
2025). De modo geral, o principal mecanismo esta associado a antibiose, na qual
enzimas hidroliticas extracelulares sdo capazes de degradar polissacarideos e acidos
nucleicos dos microrganismos patogénicos (Castillo et al., 2013). Chen et al. (2023)
destacam ainda a importdncia dos peptideos antimicrobianos, produzidos
naturalmente, que apresentam atividade contra bactérias, parasitas, virus e fungos.
De forma complementar, Yu et al. (2023) discutem a atuagcdo de metabdlitos
secundarios, como peptideos nao ribossomais e policetideos, que também contribuem

para os efeitos de biocontrole.

2.4 LIPOPEPTIDEOS

Os lipopeptideos (LPs) apresentam diversas propriedades funcionais, incluindo
potencial de emulsificagdo/desemulsificacdo, dispersao, formacdo de espuma,
mobilizacao e solubilizagdo, capacidade de formar poros e redugao de viscosidade
(Mnif et al., 2022). Eles apresentam potencial para diversas aplicagcbes em variados
setores, incluindo farmacéutico, agricola, quimico e alimenticio. A estrutura anfipatica
dos LPs faz com que eles apresentem um amplo espectro de bioatividade,
abrangendo propriedades antibacterianas, antivirais, antifungicas e anticancerigenas
(Saiyam et al., 2024).



A biossintese de LPs em bactérias do género Bacillus ocorre de maneira
especifica para cada cepa, sendo 0s genes responsaveis organizados em clusters, o
que resulta em diferengas quanto as propriedades, modificagbes e mecanismos de
transporte dessas moléculas (Saiyam et al., 2024). O processo tem inicio com a
ativagdo de aminoacidos dependente de adenosina trifosfato (ATP), permitindo sua
incorporacdo na cadeia peptidica em crescimento. Essa etapa € realizada pelas
peptideo sintetases nao ribossomais (Nonribosomal Peptide Synthetases ,NRPSs),
complexos multienzimaticos que incorporam os aminoacidos em cadeias em
crescimento por meio de dominios especializados, permitindo sua ativagao, selegao e
formagdo das ligacdes peptidicas. Dessa forma, sdo gerados os peptideos
precursores, que formam a “espinha dorsal” das moléculas de LPs (Saiyam et al.,
2024).

A fracao lipidica, geralmente composta por acidos graxos, € adicionada a esse
peptideo precursor por meio de modificagbes enzimaticas. As enzimas responsaveis
por essa ligacdo fazem parte do cluster genético, catalisando a unido covalente da
cauda lipidica a um aminoacido especifico da cadeia peptidica. O aminoacido de
ligacdo pode variar dependendo do tipo de LPs produzidos. Apds a sintese inicial,
podem ocorrer modificagbes pods-traducionais como ciclizagdo, oxidagdo e
glicosilagédo, que contribuem para a estrutura final e para as propriedades funcionais
dos LPs. A produgao dessas moléculas é fortemente regulada pela célula bacteriana
e depende de fatores ambientais, como disponibilidade de nutrientes e densidade
celular, que modulam a expressao dos genes presentes no cluster (Saiyam et al.,
2024).

Entre os LPs sintetizados de forma nao ribossomal por espécies do género
Bacillus, destacam-se trés principais familias: iturinas, fengicinas e surfactinas. Essas
familias sao classificadas de acordo com a composicado de aminoacidos em sua
estrutura ciclica. As iturinas e as surfactinas apresentam um anel peptidico formado
por sete aminoacidos, enquanto as fengicinas possuem um anel constituido por dez
aminoacidos. Esse anel esta ligado a uma fragao lipidica composta por um acido
graxo: nas fengicinas e surfactinas trata-se de um acido graxo do tipo B-hidroxi, com
cadeias variando entre 14 e 19 carbonos para fengicinas e 12 a 17 carbonos para
surfactinas. Ja nas iturinas, os acidos graxos apresentam entre 14 e 17 carbonos,

podendo ser do tipo B-amino (Malfanova et al., 2012).



Do ponto de vista funcional, as iturinas e fengicinas sdo reconhecidas
principalmente por suas propriedades antifungicas, enquanto as surfactinas se
destacam pelas atividades antivirais e antibacterianas (Malfanova et al., 2012).

Além da atividade antifungica que pode ser benéfica para controle de
patdégenos, essas moléculas também facilitam a disseminacao de bactérias benéficas
pelos 6rgaos das plantas, além de provocar uma resposta de resisténcia sistémica na
planta, auxiliando a combater o patégeno (agindo como “imunoestimuladores”)
(Favaro et al., 2016).

Grande parte dos fungos apresentam a parede celular composta por uma
camada externa de proteinas, que sao organizadas em fibrilas altamente glicosiladas,
que sdo densamente compactadas na formacdo da parede celular, e por
consequéncia, determinam a permeabilidade e a carga da superficie celular. Também
pode existir uma camada interna, que € rica em polissacarideos que € composta
principalmente de B-1,6- e p-1,3-glucanos e quitina (lbe; Oladele; Alamir, 2022). A
parede celular fungica é um excelente alvo para o desenvolvimento de profilaticos,
diagndsticos e terapéuticos (Ibe; Oladele; Alamir, 2022).

Os LPs com atividade antifungica foram identificados quando foram realizadas
investigacdes in vitro com fungos fitopatogénicos. De modo geral, os LPs atuam se
ligando na membrana plasmatica fungica, desorganizando a bicamada lipidica
(Ramesh et al., 2024).

A iturina atua rompendo a membrana celular de fungos e bactérias ao interagir
com os componentes lipidicos da membrana, o que propicia a lise celular (Saiyam et
al., 2024). A fengicina atua rompendo membrana plasmatica através da formagao de
poros na membrana, que acarreta o efluxo do material celular e consequentemente
levando a morte celular (Wise et al., 2014; Saiyam et al., 2024). A surfactina é notavel
por conta de suas propriedades tensoativas, que resulta na diminuicido da tensao
superficial, formando micelas. Além disso, apresenta agdes antimicrobianas atuando
sobre a membrana celular, rompendo-a através da interagdo de sua cauda hidrofébica
a bicamada lipidica que resulta na permeabilizagdo da membrana e

consequentemente a morte celular (Saiyam et al., 2024).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL DE DESENVOLVIMENTO

Os experimentos foram desenvolvidos na Universidade Federal do Parana -
UFPR Setor Palotina, no Laboratério Experimental de Micologia Aplicada (NEMA).

Para as analises de caracterizacido do extrato, amostras foram encaminhadas
para a Central de Analises Quimicas do Instituto de Biotecnologia (CAIB), na
Universidade de Caxias do Sul (UCS), Rio Grande do Sul (sob supervisao do Prof. Dr.

Sidnei Moura e Silva).

3.2 MICRORGANISMOS

3.2.1 Isolados Bacillus spp.

As bactérias do género Bacillus foram gentilmente cedidas por pesquisadores
parceiros. Os isolados estdo armazenados em freezer a -20 °C, contendo meio LB

(Luria-Bertani) e glicerol (15%).

3.2.2 Isolados fitopatogénicos

Amostras de sementes de soja foram cedidas por um laboratério de sementes
localizado na cidade de Palotina, Parana. Os isolados fungicos foram obtidos através
do método do papel filtro (Blotter Test) conforme descrito no Manual de Analise
Sanitaria de Sementes (Brasil, 2009).

A metodologia consistiu na distribuicdo de 200 sementes de soja em placas
de Petri, com 25 sementes por placa, totalizando oito repeticdes. O delineamento
experimental foi inteiramente ao acaso. A montagem do teste foi realizada com duas
folhas de papel mata-borrao autoclavadas, dispostas sobre o fundo de cada placa, as
quais foram umedecidas com agua destilada previamente esterilizada. As sementes
foram posicionadas com o auxilio de uma pinca esterilizada, mantendo-se um

espagamento de aproximadamente 1 a 2 cm entre elas. As condi¢des de incubacao



foram estabelecidas em fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro, durante
um periodo de 7 dias, a uma temperatura de 20 + 2 °C.

Apos a realizagcdo do Blofter Test, as sementes que apresentaram
crescimento de micélio mais recorrentes, foram individualmente submetidas a
desinfecc¢édo superficial, utilizando hipoclorito de sédio 2% durante 3 minutos, seguido
de submersao em alcool 70% durante 1 minuto e depois lavagem com agua destilada.
Apoés a desinfeccdo, as sementes foram transferidas, individualmente, para placa de
Petri contendo meio de cultura Sabouraud Dextrose Agar (SDA) suplementado com
cloranfenicol e incubadas em estufa de crescimento durante 5 dias a temperatura de
28°C (x2 °C). Apos o crescimento em meio SDA, foram feitos repiques para o meio de
cultura Batata Dextrose Agar (BDA) até se obter a cultura pura, as condicdes de cultivo

foram as mesmas utilizadas para o meio SDA.

3.3 IDENTIFICACAO DOS MICRORGANISMOS

3.3.1 Macroscopica e Microscopica

As caracteristicas macroscépicas e microscopicas foram analisadas com o
objetivo de verificar a pureza das colbnias e registrar as particularidades morfolégicas
dos fitopatdégenos isolados.

Ap6s o isolamento das colbnias fungicas em culturas axénicas, as
caracteristicas macroscoépicas como a cor, textura e tamanho foram observadas.
Ja na analise microscopica, utilizou-se um microscépio 6ptico com objetiva de 40x e
ocular de 10x, totalizando aumento de 400 vezes. Para a visualizagao das hifas e
estruturas de reproducao assexuada, empregou-se a técnica da fita adesiva (Durex).

Inicialmente, depositou-se uma gota de corante azul de lactofenol sobre uma
lamina limpa. Em seguida, um pequeno pedaco de fita adesiva foi pressionado
levemente sobre a superficie da colénia fungica, de modo a coletar estruturas do
micélio. A fita contendo o material foi cuidadosamente transferida e fixada sobre a
ldamina com o corante. Apés a montagem, as laminas foram observadas ao
microscopio, e as estruturas fungicas foram registradas por meio de fotografias tiradas

com um aparelho celular.



3.3.2 Identificagdo molecular dos fitopatogenos

O DNA dos fungos foi extraido utilizando o kit Plant/Fungi DNA Isolation da
Norgen Biotek Corporation, conforme protocolo sugerido pelo fabricante. O DNA
extraido foi avaliado quanto a sua pureza e concentragdo em espectrofotdbmetro
NanoDrop2000® (Thermo Fisher), observando-se a absorbancia a 260 e 280 nm,
além das relacdes 260/280 nm e 260/230 nm.

ApoOs a extragdo, a regido do espacgador transcricional interno (Internal
Transcribed Spacer, ITS) do rDNA ITS1-5.8S-ITS2 (Mirhendi et al., 2006) foi
amplificada, pela técnica de reagdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain
Reaction, PCR), seguindo a recomendacéao do kit GoTaq Master Mix (Promega), em
uma reacao de 25 pL contendo aproximadamente 100 ng do DNA genémico, 0,4 uM
do iniciador forward ITS1 (5-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3’) e do iniciador
reverse ITS4 (5-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’), 0,2 mM de cada dNTP
(trifosfatos de desoxirribonucleosideos), 2 mM de MgCl2 e 1 U de GoTag DNA
Polimerase no tamp&o apropriado da enzima. As condi¢bes de ciclagem foram:
desnaturacao inicial a 94 °C por 2 minutos; 25 ciclos de desnaturagéo a 94°C por 30
segundos, anelamento a 56 °C por 30 segundos e extensao a 72 °C por 1 minuto; com
extensao final a 72 °C por 5 minutos, em termociclador. A confirmagao da amplificagao
foi realizada atraveés de eletroforese em gel de agarose a 1,5% (m/v) em tampao TBE
1X (Tris-base 90 mM, acido bérico 90 mM, EDTA 2 mM pH 8,0), corado com SYBR®
Safe (Invitrogen), utilizando padrédo de tamanho molecular de 100 pb (Ludwig
Biotecnologia) e visualizado utilizando o equipamento White Ligth Transilluminator
(Kasvi) para fotodocumentacéo.

Para a realizacdo do sequenciamento, uma aliquota de 10 yL da reacao de
PCR foi seca em estufa a 50 °C juntamente com 7,5 uM dos iniciadores forward e
reverse e enviada para a empresa Ludwig Biotecnologia LTDA, Alvorada-RS, para a
realizagao do sequenciamento. Foi utilizado o sequenciador automatico ABI-Prism
3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). O eletroferograma gerado foi editado
utilizando o software BioEdit Sequence Alignment Editor v.7.7.1.0 (Hall, 1999) e os
resultados do sequenciamento comparados com as sequéncias depositadas no banco
de dados GenBank, NCBI (National Center for Biotechnology), através da ferramenta
BLASTN (Basic Local Alignment Search Tool Nucleotide).



3.4 CULTURA PAREADA (ANTAGONISMO)

Os ensaios de antagonismo foram conduzidos em triplicata para cada
microrganismo, na presenga de cada bactéria avaliada. Inicialmente, placas de Petri
de 90 x 15 mm foram preparadas contendo meio BDA, previamente autoclavado a

121 °C por 20 minutos.

O ensaio de antagonismo foi realizado com base no método descrito por
Haidar et al. (2016), com adaptagdes. Um disco de 9 mm contendo micélio fungico,
retirado de coldnias com 5 dias de crescimento, foi colocado no centro da placa. Em
seguida, foi realizada uma inoculagao bacteriana utilizando a extremidade oposta de
uma alca de inoculagao de 10 pL, por meio de uma picada a 2,5 cm da borda do disco
fungico, medida a partir da extremidade do micélio até o ponto de inoculagédo. As
placas foram incubadas a 28 °C por 5 dias. O ensaio foi realizado em triplicata, o

controle foi realizado sem a inoculagao da bactéria.

Os resultados foram obtidos por meio do software ImagedJ (Rasband, 2011).
Para isso, cada ensaio foi devidamente identificado e fotografado, sendo posicionada
uma régua ao lado de cada placa no momento da captura da imagem, a fim de calibrar
a escala no software. A partir dessa calibracéo, foi determinada a equivaléncia entre

pixels e centimetros, possibilitando o calculo da area de crescimento do fitopatdégeno.

Com base nas areas obtidas, foi calculada a média das triplicatas para cada
microrganismo. A seguir, a porcentagem de inibicdo do crescimento fungico foi
determinada conforme proposto por Jia et al. (2023), sendo expressa pela seguinte

equagao (1):
Equacéao (1)
Porcentagem de inibicdo %=d—d,/dx100%
Onde:

e d (mm?) representa a area de crescimento da colbnia fungica no grupo controle;
e d, (mm?) representa a area de crescimento da colénia fungica no grupo tratado

com a bactéria.



3.5 EXTRAGAO DE LIPOPEPTIDEOS

Para a extracao dos LPs de Bacillus, o cultivo foi iniciado a partir de estoques
conservados em glicerol. Uma aliquota de 40 pL foi semeada em meio Plate Count
Agar (PCA) e incubada por 24 horas a 37 °C. A partir da cultura fresca, foi preparado
um pré-indculo: com auxilio de uma alga de platina, algumas coldnias foram
transferidas para um frasco tipo Schott contendo 100 mL de meio liquido LB. Este
cultivo foi mantido a 30 °C, sob agitagédo orbital (Lucadema, Luca-222) de 120 rpm,
durante 24 horas.

O pré-in6culo obtido em meio LB foi entdo padronizado por meio da densidade
Optica, ajustada para valores entre 0,05 e 0,13 de absorbancia, medida a 620 nm. Em
seguida, aliquotas correspondentes a 10% do volume total do meio minimo (500 mL)
foram utilizadas para inocular dois frascos Erlenmeyer de 1 L. Um terceiro frasco,
contendo apenas o0 meio minimo, foi utilizado como controle.

O meio de cultivo utilizado para a sintese dos LPs foi adaptado de Bicca, Fleck
e Ayub (1999), com a seguinte composigao (g/L): NaNO; 7,0; K,HPO, 1,0; KH,PO,
0,50; KCI10,10; MgS0O,-7H,0 0,50; CaCl, 0,01; FeSO,-7H,0 0,01; extrato de levedura
0,10; suplementado com 2% de sacarose, conforme descrito por Bueno (2008). As
condigdes de cultivo foram adaptadas de Bicca, Fleck e Ayub (1999). A fermentacéo
foi conduzida em agitador orbital, por 72 horas, a 30 °C, sob agitagao de 200 rpom. O
pH do meio de cultivo foi ajustado para 7,0 antes da adigdo do pré-inéculo.

As operagdes unitarias para a extragao dos LPs a partir do caldo fermentado
foram adaptadas de Rocha (2017). Inicialmente, o caldo fermentado foi transferido
para tubos cbnicos com capacidade para 50 mL e entdo foram centrifugados
(Hoffmannlab, HCL-4) a 4.000 rpm, por 20 minutos. O precipitado obtido no fundo dos
tubos foi descartado, e o sobrenadante livre de células foi submetido a precipitagao
acida, ajustando-se o pH para 2,0 com HCI 6,0 M. As amostras foram mantidas em
repouso a 4 °C, overnight.

No dia seguinte, os tubos conicos de 50 mL foram novamente centrifugados
a 4.000 rpm por 20 minutos, sendo o precipitado formado coletado. Esse material foi
submetido a extragao liquido-liquido, utilizando uma solugéo de cloroférmio:metanol
(2:1, viv), em volume proporcional ao obtido na etapa de precipitagdo acida. A mistura

foi submetida a agitacdo magnética durante 15 minutos e, em seguida, centrifugada



novamente a 4.000 rpm por 20 minutos. Apos a centrifugacdo, a fase inferior
(cloroférmica) foi coletada, enquanto a fase superior foi descartada.

A fragao cloroférmica foi submetida a evaporagao em banho-maria a 50 °C. O
material obtido foi raspado e pesado para determinacdo da concentracdo, sendo
posteriormente ressuspendido em 10 mL de solugado salina tamponada com fosfato
pH 7,2 0,1M (Phosphate-buffered saline, PBS). Em seguida, as amostras foram
submetidas a banho ultrassénico (Sonic Clean 15 — Sanders), a 40 kHz e 35 °C, por
15 minutos. Por fim, o material foi filtrado em filtro de seringa com membrana de
polietersulfona (PES) e poro de 0,22 um, e armazenado em freezer para usos
posteriores.

A FIGURA 1 ilustra, de maneira simplificada, o fluxo experimental adotado

para a extracao de LPs.

FIGURA 1 - ESQUEMA DE OBTENGAO DE LIPOPEPTIDEOS
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Fonte: A autora (2025).



3.6 CARACTERIZAGAO DO EXTRATO

3.6.1 Espectrometria de massas de alta resolugao — ionizagao por eletrospray (ESI-
HRMS/MS)

Para realizar o ensaio de espectrometria de massas de alta resolugao (high-
resolution tandem mass spectrometry, HRMS/MS) os extratos foram dissolvidos em
solugdo contendo acetonitrila grau cromatografico e agua deionizada (50:50, v/v),
suplementada com 0,1% de acido férmico para andlises em modo positivo (+). As
solugdes foram infundidas diretamente na fonte de ionizagdo por eletrospray
(Electrospray lonization, ESI) utilizando bomba de seringa (Harvard Apparatus) a um
fluxo de 150 yL min™.

As analises de ESI (+)-HRMS/MS foram realizadas em espectrometro de
massas hibrido de alta resolugéo e alta precisao (5ul/L) microTOF-Q (Q-TOF, Bruker®
Scientific). Os parametros de aquisi¢ao foram: tensao do capilar de +3500 V, cone de
+40 V e temperatura de dessolvatagcao de 100 °C. Para ESI(+) -HRMS/MS, a energia
de colisao para dissociagéo induzida por colisao (Collision-Induced Dissociation, CID)
foi otimizada para cada componente.

A aquisicdo e o processamento dos dados foram realizados utilizando o
software Data Analysis QTOF-control (Bruker® Scientific). Os espectros foram
adquiridos na faixa de m/z 50-2000, a uma taxa de duas varreduras por segundo, com
resolucao de 50.000 largura total na metade do maximo (Full Width at Half Maximum,
FWHM) em m/z 200.

3.6.2 Ressonancia magnética nuclear 'H

As analises de ressonancia magnética nuclear (RMN) 'H foram realizadas em
espectrometro Bruker® Fourier 300 (9,4 Tesla, 300,13 MHz para frequéncia de
hidrogénio), equipado com sonda BBI de 5 mm de didmetro interno, com deteccao
reversa e bobinas de gradiente de campo na coordenada.

O preparo das amostras foi realizado em solugao de cloroférmio deuterado
(CDCI;, 500 pL), acondicionadas em tubos de quartzo de 5 mm. Os espectros foram
adquiridos a 303 K, com deslocamentos quimicos (d) expressos em ppm,

referenciados ao sinal residual de cloroformio (CHCI;, & 7,26 ppm). Para este



processo, foram empregados os seguintes parametros: tempo de espera entre
aquisicoes (d1) de 1 s, tempo de aquisigéo (aq) de 5,37 s, 65k pontos (td) e sequéncia
de pulsos zg30 (90°) com duragao de 15 us (p1).

O processamento foi realizado com 65k pontos (si), utilizando multiplicagao
exponencial (Ib = 0,3 Hz) e corregdo manual de fase e linha de base. O software
TopSpin (Bruker Biospin®) foi empregado para aquisicao e analise dos dados.

3.7 VERIFICACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A atividade antimicrobiana dos extratos foi avaliada em meio de cultura BDA.
Para isso, 200 uL do extrato foram distribuidos sobre a superficie do meio com auxilio
de uma alga de Drigalski. Em seguida, um plug de micélio fungico (9 mm de didametro)
foi posicionado no centro da placa. As culturas foram incubadas a 28 °C, por 4 dias.

O ensaio foi conduzido em duplicata.

3.8 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi utilizada para verificar as
alteragcdes morfoldgicas dos fungos em contato direto com os LPs, a partir dos
resultados obtidos no item 3.7.

Uma pequena porg¢ao de micélio fungico foi coletada com auxilio de uma alga
de platina e transferida para microtubo estéril de 1,5 mL contendo 100 uL de solucao
salina estéril a 0,85%. As amostras foram centrifugadas a 8.000 rpm por 2 minutos, o
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 1 mL de glutaraldeido 2,5%
para fixagcdo, permanecendo em repouso overnight. No dia seguinte, procedeu-se a
nova centrifugagcéo (8.000 rpm, 2 minutos), seguida do descarte do fixador. Em
seguida, adicionou-se 1 mL de PBS 0,1 M (pH 7,2), com leve homogeneizagao
manual. Apds nova centrifugacdo (8.000 rpm, 2 minutos), o sobrenadante foi
descartado e as amostras ressuspendidas em 100 uL de PBS.

Para a preparacdo das amostras, laminulas de vidro de 13 mm foram
previamente tratadas com 50 uL de poli-L-lisina a 0,1% por 10 minutos. Apds a
lavagem cuidadosa com agua destilada, foram secas em estufa a 50 °C por 1 hora.
Em seguida, 50 uL da suspensao contendo micélio fungico em PBS foram depositados

sobre cada laminula, que foi novamente seca em estufa a 50 °C por 1 hora.



ApOs a secagem, as amostras foram submetidas a desidratagdo gradual em
série crescente de etanol (50%, 70%, 80%, 90%, 95% e 100%), permanecendo 10
minutos em cada concentragdo. O etanol foi removido por sucgao apds cada etapa,
exceto na ultima (100%), que foi mantida até a etapa seguinte.

A desidratagao final foi realizada por ponto critico (Leica EM CPD300 Critical
Point Dryer), substituindo o etanol por CO, liquido, que foi levado ao ponto critico e
convertido em fase gasosa, mantendo a temperatura constante e reduzindo a pressao.
Posteriormente, as amostras foram metalizadas com uma fina camada de ouro, por
evaporagao a vacuo, com o objetivo de conferir condutividade elétrica e térmica a
superficie.

As analises foram realizadas em microscopio eletrénico de varredura (Tescan
Vega3 SEM), com ampliagdes de 5.000% e 1.000x.



4 APRESENTAGAO DOS RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 MICRORGANISMOS

4.1.1 Isolamento dos fitopatdgenos

A obtencéo dos microrganismos foi realizada inicialmente por meio do Blotter
Test, utilizando-se sementes cedidas por um laboratorio de sementes, com o objetivo
de isolar fungos fitopatogénicos. Apds o periodo de incubagao de 7 dias, a selecao foi
baseada na presenca evidente e recorrente de micélio fungico. Deram-se preferéncia
as sementes que apresentavam sinais visiveis de deterioracéo e perda de viabilidade,
indicando possivel agado patogénica do fungo.

As sementes selecionadas foram submetidas a desinfecgao superficial, com
o intuito de eliminar microrganismos contaminantes presentes. Posteriormente, foram
individualmente transferidas para placas de Petri contendo meio de cultura SDA,
suplementado com cloranfenicol, um antibiético utilizado para inibir o crescimento
bacteriano e favorecer o isolamento dos fungos.

Apods o crescimento em SDA, plugs de 9 mm das colbnias fungicas foram
transferidos para placas contendo BDA.

A etapa de isolamento a partir do Blotter Test apresentou alguns desafios,
como o crescimento de bactérias, mesmo na presencga do antibiético. As bactérias
foram posteriormente sequenciadas e identificadas como pertencentes ao género
Pseudomonas spp.

A FIGURA 2 apresenta um esquema ilustrativo da sequéncia adotada para o
isolamento dos fungos, tendo como exemplo o isolamento de D. ueckeri. O mesmo
procedimento foi aplicado a todos os isolados utilizados neste estudo. Em alguns
casos, foram necessarios varios repiques sucessivos em meio BDA para a obtencao
de culturas puras, livres de contaminantes, sejam eles bacterianos ou fungicos nao

pertencentes ao interesse da pesquisa.



FIGURA 2 - ESQUEMA DE ISOLAMENTO FUNGICO EM SEMENTES DE SOJA

Desinfecgao Transferéncia

superficial &
a
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Cultura em meio PDA Plug 9mm

FONTE: A autora (2025).

LEGENDA: Esquema ilustrativo da metodologia utilizada para o isolamento de fungos fitopatogénicos
a partir de sementes de soja. Inicialmente, foi realizado o teste de papel de filtro (Blotter Test). As
sementes que apresentaram crescimento de micélio fungico foram transferidas para meio SDA
suplementado com cloranfenicol e incubadas por 5 dias a 28°C. Em seguida, os isolados foram
repicados para o meio BDA até a obtencéo de culturas puras. Fungo representado na imagem: D.
uecketri.

4.2 IDENTIFICACAO DOS MICRORGANISMOS

4.2 .1 ldentificagdo macroscoépica e microscopica

A TABELA 1 apresenta alguns resultados previamente descritos na literatura
para cada fungo analisado neste trabalho, incluindo a coloragdo do anverso e do
reverso das colbnias, as caracteristicas do micélio e as estruturas observaveis em

analise microscopica optica.



TABELA 1 - REVISAO DE CARACTERISTICAS DE FUNGOS FITOPATOGENICOS

C o Conidios/
Cor Micélio R
Fungos Cor anverso . estruturas Referéncia
reverso aéreo . -
microscopicas

C. truncatum Verde-oliva, Escuro. Aveludado, Cerdas marrons, (Poti et al.,

cinza e granuloso conidioforos e 2020; Bhatt et
castanho. e algodao. conidios al., 2024).
falciformes.

C. cassiicola Branco, cinza | Marrom e Circular, Formato oval, (Qietal.,

e verde. preto. anel obclavado, 2011).
concéntrico cilindrico, reto e
e aéreo. curvado.

D. longicolla Branco e Branco,ver Aéreo, Alfa-conidios (Hosseini,
regides de escuro | formacdo | bigutulados e ovais. 2023).
amarelo- ao longo de

esverdeadas. | dotempo. | picnideos.

D. ueckeri Amarelo e Amarelo e Radial e Conidios alfa, (Mena et al.,

marrom. marrom. estromas peritécios e 2024).
pretos. ascosporos
bicelulares.

Fusarium sp. Mel, branco- Ambar, Aéreo Macroconidios (Santos et al.,
rosado, canela, abundante, fusiformes e 2019; Tupaki-
amarelo, salmao, denso, curvados, Sreepurna &

rosa, roxo, siena, flocoso, microconidios, Kindo, 2018;
cinza e vermelho e | pulverulent mesoconidios, Matic¢ et al.,
salméao. azul. o, radial e clamiddsporos, 2020; Jacobs

margens peritécios, etal., 2018)
inteiras ou esporodoquios e
onduladas. conidioforos.
M. phaseolina Preto. Preto. Aéreo, Esclerddios (Thakur et al.,
superficial marrons a preto, 2007; Lakhran
ou imerso. | formato e tamanho etal., 2018)
irregulares,
esféricos ou
oblongos.

FONTE: A autora (2025)

Para C. frucatum, observou-se a formacdo de coldénia densa com centro

acinzentado-escuro e bordas com aspecto granular (FIGURA 3A). O reverso

apresentou coloragao acastanhada (FIGURA 3B), enquanto a micrografia evidenciou

conidios falcados, acérvulos e cerdas marrons (FIGURA 3C). Também foi observado

a presenca de apressorios (FIGURA 3D), Bhadauria et al. (2013) descrevem esses

apressorios, por meio de pinos de penetracdo, se desenvolvem em vesiculas de

infecgdo. Essas vesiculas crescem entre a parede celular e a membrana plasmatica

da planta hospedeira, onde ocorre o inicio da formagao das hifas primarias.



FIGURA 3 - Colletotrichum truncatum

FONTE: A autora (2025)

LEGENDA: Colletotrichum truncatum cultivado em meio de cultura BDA e incubado a 28 °C por 5
dias: (A) aspecto do micélio no anverso da placa; (B) reverso da colbnia; (C-D) micrografia 6ptica a
400x, corada com azul de lactofenol.

C. cassiicola desenvolveu colbénias com anel central acinzentado-escuro
(FIGURA 4A), reverso escuro (FIGURA 4B) e esporos alongados caracteristicos
(FIGURA 4C).

FIGURA 4 - Corynespora cassiicola

FONTE: A autora (2025)

LEGENDA: Corynespora cassiicola cultivado em meio de cultura BDA e incubado a 28 °C por 5 dias:
(A) aspecto do micélio no anverso da placa; (B) reverso da colbnia; (C) micrografia éptica a 400x,
corada com azul de lactofenol.



D. longicolla exibiu colbnias com bordas brancas e centro verde-claro, além
de micélio aéreo (FIGURA 5A). O reverso apresentou coloragdo marrom, mais intensa
no centro, com pontos escuros proximos a regidao central (FIGURA 5B). Na
micrografia, verificaram-se apenas hifas ramificadas, sem esporos visiveis (FIGURA
5C). Apés 45 dias de cultivo, observou-se a formagédo de picnidios dispersos na
superficie da coldnia, mas sem a formagéao de conidios (FIGURA 5D).

FIGURA 5 - Diaporthe longicolla

FONTE: A autora (2025)

LEGENDA: Diaporthe longicolla cultivado em meio de cultura BDA e incubado a 28 °C por 5 dias: (A)
aspecto do micélio no anverso da placa; (B) reverso da colénia; (C) micrografia ptica a 400x, corada
com azul de lactofenol; (D) cultura incubada a 28°C durante 45 dias.

D. ueckeri produziu coldnia branca e lanosa, com micélio aéreo abundante
(FIGURA 6A), reverso marrom-claro (FIGURA 6B) e na microscopia apresentou
apenas hifas ramificadas com auséncia de esporos visiveis (FIGURA 6C). Mesmo
apos 45 dias de incubagao, ndo foram observados esporos. No entanto, a presenca
de picnideos marrons distribuidos pela superficie da col6nia foi registrada (FIGURA
6D).



FIGURA 6 - Diaporthe ueckeri

FONTE: A autora (2025)

LEGENDA: Diaporthe ueckeri cultivado em meio de cultura BDA e incubado a 28 °C por 5 dias: (A)
aspecto do micélio no anverso da placa; (B) reverso da colbnia; (C) micrografia optica a 400%, corada
com azul de lactofenol; (D) cultura incubada a 28°C durante 45 dias.

O isolado do complexo F. incarnatum-equiseti apresentou colénia rosada, com
micélio aéreo de aspecto algodonoso (FIGURA 7A), reverso salméo (FIGURA 7B) e

micrografia contendo macroconidios falcados (FIGURA 7C).

FIGURA 7 - Fusarium incarnatum-equiseti

FONTE: A autora (2025)

LEGENDA: Fusarium incarnatum-equiseti cultivado em meio de cultura BDA e incubado a 28 °C por 5
dias: (A) aspecto do micélio no anverso da placa; (B) reverso da coldnia; (C) micrografia 6ptica a
400x, corada com azul de lactofenol



F. graminearum exibiu colénias com bordas brancas e centro amarelado,
micélio aéreo algodonoso (FIGURA 8A), reverso vermelho-intenso (FIGURA 8B) e, na

micrografia, hifas e clamidésporos esparsos (FIGURA 8C).

FIGURA 8 - Fusarium graminearum

FONTE: A autora (2025)

LEGENDA: Fusarium graminearum cultivado em meio de cultura BDA e incubado a 28 °C por 5 dias:
(A) aspecto do micélio no anverso da placa; (B) reverso da coldnia; (C) micrografia éptica a 400x,
corada com azul de lactofenol

Por fim, M. phaseolina formou colbnias escuras e compactas, com micélio
aéreo reduzido nas extremidades (FIGURA 9A), reverso totalmente negro (FIGURA

9B) e micrografia revelando hifas septadas e microesclerodios (FIGURA 9C).

FIGURA 9 - Macrophomina phaseolina

FONTE: A autora (2025)

LEGENDA: Macrophomina phaseolina cultivado em meio de cultura BDA e incubado a 28 °C por 5
dias: (A) aspecto do micélio no anverso da placa; (B) reverso da colénia; (C) micrografia 6ptica a
400x, corada com azul de lactofenol



4.2.2 Identificagdo molecular dos fitopatégenos

Apds a extragdo do DNA genbmico dos isolados fungicos, realizou-se a
amplificacdo por PCR. Os produtos da reacdo foram analisados por eletroforese em
gel de agarose 1,5% (p/v), corado com SYBR® Safe (Invitrogen), para verificagdo da
amplificacdo especifica e qualidade do DNA. Os resultados do padrao de migracao,
no gel de agarose, estao apresentados na FIGURA 10, onde se observam bandas de
amplificacdo proximas ao tamanho esperado de 600 pb. A presenca de bandas Unicas
e bem definidas indica amplificacao eficiente do DNA alvo, sem formagao de dimeros

de primer ou produtos inespecificos.

FIGURA 10 - ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE A PARTIR DE PRODUTO DE PCR DOS
FUNGOS ISOLADOS

2 milanbinb. /. 8 c-

FONTE: A autora (2025).

LEGENDA: Eletroforese em gel de agarose 1,5%. TAE 1X. M: Padrao de tamanho molecular de 100
pb. (1) M. phaseolina; (2) D. longicolla; (3) F. incarnatum-equiseti, (4) C. cassiicola; (5) A. alternata;
(6) C. truncatum; (7) D. ueckeri; (8) F. graminearum; (c-) controle negativo.

O produto da reacao de PCR foi preparado e enviado para sequenciamento.
As sequéncias obtidas foram editadas e montadas utilizando o software BioEdit, sendo
corrigidas regides com baixa qualidade de leitura. As sequéncias finais foram entéao
submetidas a ferramenta BLASTn, disponivel na plataforma do NCBI, com o objetivo
de identificar os organismos mais semelhantes com base na comparagdao com
sequéncias previamente depositadas em banco de dados. Os resultados obtidos
estdo apresentados na TABELA 2, contendo o tamanho de pares de bases (pb), os
paradmetros como cobertura da consulta (Query Cover) e percentual de identidade
(Per. Ident), os quais permitiram confirmar a identidade molecular dos isolados

analisados.



TABELA 2 - IDENTIFICAGAO DOS ISOLADOS

Fitopatogeno Tamanho (pb) | Query Cover | Per. Ident N° de Acesso*
Colletotrichum truncatum 532 100% 99,63% MN871600.1
Corynespora cassiicola 535 98% 100% MT228954.1
Diaporthe longicolla 555 98% 99,63% AY841801.1
Diaporthe ueckeri 548 98% 100% PQ331841.1
Fusarium incarnatum-equiseti 498 100% 100% OP315276.1
Fusarium graminearum 485 100% 100% PQ097589.1
Macrophomina phaseolina 554 99% 99,82% 0Q318445.1

*Numero de acesso no GenBank utilizado para confirmar a identidade da sequéncia obtida.
FONTE: A autora (2025).

4.3 ANTAGONISMO

As imagens do ensaio (FIGURA 11) revelam padrdes distintos de inibigao
entre fungos e bactérias testadas. Na primeira coluna (controle), observa-se
crescimento livre do fungo, enquanto nas colunas subsequentes, a presenca de

bactérias testadas.



FIGURA 11 — ENSAIO DE ANTAGONISMO ENTRE FUNGOS FITOPATOGENICOS FRENTE A
DIFERENTES ESPECIES DE Bacillus SPP.

Controle B. licheniformis  B. nealsonii B. pumilus B. tequilensis

C. truncatum

C. cassiicola

D longicolla

D. ueckeri

F. incarnatum-
equiseti

£ graminearum

M. phaseolina

FONTE: A autora (2025).

A partir da area de crescimento de cada fungo, foi feita entdo a medicao da
area de crescimento através do software ImageJ, os valores obtidos foram aplicados

na Equacéo 1, e os valores foram expressos em porcentagem (GRAFICO 1).



GRAFICOA1 - PORCENTAGEM DE INIBICAO DO CRESCIMENTO MICELIAL DE FUNGOS
FITOPATOGENICOS EM ENSAIO DE ANTAGONISMO FRENTE A DIFERENTES ESPECIES DE
Bacillus spp.
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FONTE: A autora (2025).

Dentre as bactérias avaliadas, B. pumilus apresentou os maiores percentuais
de inibicado contra C. truncatum, C. cassiicola, D. ueckeri e M. phaseolina. Entretanto,
em relagcdo ao complexo F. incarnatum-equiseti, esta espécie exibiu o menor
percentual de inibicdo. Resultados semelhantes ja foram reportados por outros
autores, que destacaram o potencial de B. pumilus no controle de fitopatdgenos, como
F. graminearum (Shali et al., 2010) e F. equiseti (Swarnakar; Chakraborty, 2025). O
mecanismo de agao atribuido a essa espécie de bactéria envolve, principalmente, a
producdo de LPs, enzimas hidroliticas (como quitinases e celulases) e compostos
organicos volateis (Dobrzynski et al., 2023). Em um estudo conduzido por Agarwal et
al. (2017), foram analisadas alteracoes morfologicas em diferentes fungos por meio
de MEV, apds o contato direto com uma cepa de B. pumilus em ensaio de cultura
pareada. Os autores observaram inibicdo da germinagao de esporos, perfuragdes no
micélio e bifurcagdes anormais nas hifas. Além disso, verificaram modificacées na
parede celular, que resultaram em extravasamento do conteudo citoplasmatico e
consequente morte das hifas.

Por sua vez, B. tequilensis destacou-se pela elevada inibicdo de F.

incarnatum-equiseti e F. graminearum, embora tenha apresentado os menores indices



frente a C. truncatum e D. longicolla. Dinango et al. (2025) indicam que B. tequilensis
€ um forte candidato a agente de biocontrole, especialmente contra espécies de
Fusarium. De forma consistente, Baard et al. (2023) também relataram eficacia dessa
bactéria contra diferentes espécies do género. A atividade antifungica tem sido
associada principalmente a producéo de LPs, mas também pode estar relacionada a
sintese de sideroforos, proteases, catalase, quitinase e p-1,3-glucanase (Baard et al.,
2023).

No caso de B. nealsonii, 0 maior percentual de inibicdo foi observado contra
D. longicolla, enquanto os menores valores foram registrados frente a D. ueckeri e F.
graminearum. Até o momento, ndo ha estudos que investiguem especificamente sua
atividade antifungica. Contudo, ha evidéncias de que esta espécie possui capacidade
de produzir biossurfactantes (Phulpoto et al., 2020), os quais sédo reconhecidos por
exercer atividade antifungica em diferentes contextos.

Ja B. licheniformis ndo se destacou entre as bactérias com maior efeito
inibitorio. Apesar disso, sua eficacia como agente de biocontrole é amplamente
reportada na literatura. Por exemplo, Tariq et al. (2025) demonstraram sua capacidade
de suprimir fitopatégenos em culturas de arroz, enquanto Moon et al. (2025) atribuiram
a acao antifungica dessa espécie a producao de enzimas degradadoras da parede
celular, como quitinases, B-1,3-glucanases e proteases.

De modo geral, diversos autores destacam que bactérias do género Bacillus
apresentam expressivo potencial antimicrobiano, podendo ser aplicadas em
diferentes areas de interesse, que vai desde a medicina a agricultura. No contexto
agricola, estas bactérias representam alternativas promissoras para o controle de
fungos fitopatogénicos, atuando por diferentes mecanismos, que incluem desde a
producao de enzimas hidroliticas capazes de degradar a parede celular dos fungos,
até a sintese de LPs, compostos amplamente reconhecidos pelo seu papel no

biocontrole.
4.4 EXTRACAO DE LIPOPEPTIDEOS
Com base nos resultados obtidos no item 4.3 (antagonismo), a bactéria B.

pumilus apresentou o melhor desempenho, motivo pelo qual foi selecionada para a

extracao de LPs, conforme a metodologia descrita no item 3.5.



A representacao esquematica das principais etapas do processo de extracao
esta apresentada na FIGURA 12.

FIGURA 12 - EXTRAGAO DOS LIPOPEPTIDEOS
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Primeira centrifugagio Precipitacdo acida:
antes e ap6s centrifugacao

Separacao de fases:
Cloroférmio:metanol 2:1 v/v

Cultura apés 72 horas de fermentacgao .8 :

Fracgao cloroférmica
Exiald.an: RS Extrato ap6s evaporagdo

Fonte: A autora (2025).

Durante a fermentagéo, observou-se a formagdo de espuma ja no primeiro
dia, caracteristica que sugere a producao de biossurfactantes. Apds a fermentacao,
foi realizada a centrifugagdo para a separagdo do sobrenadante e da biomassa
celular, a qual sedimentou no fundo do tubo. O sobrenadante livre de células, apds a
etapa de precipitacado acida, apresentou a formacgao de um precipitado esbranquigado
que, apo6s nova centrifugacao, sedimentou-se no fundo do tubo.

Durante a extracao liquido-liquido, observou-se a formacao de trés fases,
sendo a fragdo de interesse a inferior, contendo os lipopeptideos dissolvidos em
cloroférmio (Nelson; Cox, 2014, p. 378). A etapa de evaporagao do solvente durou
aproximadamente 10 horas. O material resultante foi raspado com espatula,
transferido para tubos criogénicos previamente tarados e pesado, obtendo-se 50 mg
de produto. Este foi ressuspendido em 10 mL de PBS, resultando em uma

concentracgao final de 5 mg/mL.



4.5 CARACTERIZACAO DO EXTRATO

A determinacdo da composi¢cao quimica € essencial para compreensao da
atividade de um extrato. Enquanto isso, € necessaria a utilizacdo de ferramentas
analiticas sensiveis e seletivas o suficiente, com variagao de peso molecular, capazes
de analisar um extrato, o qual € uma mistura complexa. Desta forma, os produzidos a
partir de B. pumilus, onde se espera composi¢cao majoritariamente de LPs, foram
avaliados a partir de ESI(+)-HRMS/MS e RMN 'H. Estes compostos sdo anfifilicos
constituidos por uma cauda hidrofébica (geralmente um acido graxo), ligada a uma
cabega hidrofilica peptidica, que pode ser linear ou conter um anel lactona formado
por 4 a 12 aminoacidos (Biniarz; Lukaszewicz; Janek, 2017).

Assim, em uma primeira etapa, utilizamos o emprego de ESI(+)-HRMS/MS.
A FIGURA 13 apresenta o espectro geral (FIGURA 13A), obtido para o extrato de B.
pumilus, com uma varredura de 50 a 1400 m/z, e expandidos nas FIGURAS 13B e
13C, para que sejam detalhadas algumas m/z importantes.

Na FIGURA 13C observamos algumas m/z exatas 1008.6570, 1022.6741 e
1036.6881 que correspondem as surfactinas C13, C14 e C15 respectivamente,
conforme reportado previamente por Peypoux et al. (1991) e Toral et al. (2018),
(TABELA 3). Estes sao confirmados pelo encaixe da razéo isotopica e pelo perfil de
fragmentacao (Wolfender, 2019) conforme exemplo indicado para a surfactina C14,
FIGURA 14.
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A composigao quimica, determinada por analise de ESI(+)-HRMS/MS no modo
positivo ([M+H]+), esta apresentada na TABELA 3.

TABELA 3 - COMPOSICAO QUIMICA OBTIDA A PARTIR DE ESI-MS/MS DO EXTRATO DE B.
pumilus

Surfactina Precursor Férmula Diferengca Encaixe Perfil de Fragmentagao MS-

ion m/z (ppm) Razao MS
isotopica
(mSigma)
C13 1008.6570 Cs1HgoN7O13* 1.8 15.1 980.6621 [M — CQOJ*;

895.5685 [M — Leu]*;
877.5762 (-Leu-H,0);
851.583 (Provavel: -Leu-Val);
764.538 (-Leu-Leu-H,0)
C14 1022.6741 Cs2H92N7013* 0.7 10.1 994.6774 [M — COJ*;
923.6033 [M — Val]*;
909.5882 [M — Leu]*;
864.5735 (-fragmento misto);
810.5152 (-fragmento misto)
C15 1036.6881 Cs3HosN7O13* 2.0 9.1 1031.6379 (Rearranjo);
931.5714 (-Leu+ porgao graxa);
859.529 (dipeptideo);
818.4861 (cauda graxa);
804.471 [M — CH,)

FONTE: a autora (2025).

A analise por ESI(+)-HRMS/MS revelou perfis de fragmentacao caracteristicos
para as trés isoformas de surfactina identificadas (C13, C14 e C15), com padrdes
consistentes com a estrutura heptapeptidica Glu-Leu-Leu-Val-Asp-Leu-Leu tipica
desses LPs (Liu et al., 2007).

Destacamos o resultado obtido para a C13, onde observamos uma sequéncia
de fragmentacao envolvendo multiplas perdas de residuos de leucina: inicialmente a
perda de CO (m/z 980) do anel lactbénico, seguida pela eliminagédo de um residuo de
leucina (m/z 895), e subsequentemente perdas combinadas envolvendo leucina e
agua (m/z 877), leucina e valina (m/z 851), e dois residuos de leucina com agua (m/z
764), padrao este que reflete a abundancia de leucina na estrutura molecular.

No caso da surfactina C14, o perfil de fragmentacéo incluiu a perda de CO,
seguida pela eliminacdo sequencial de residuos de valina (m/z 923) e leucina (m/z
909), e a perda de fragmentos mistos envolvendo porgdes lipidicas e peptidicas (m/z
864 e 810), demonstrando a complexidade da fragmentagao dessa isoforma.

Para a surfactina C15, identificou-se uma sequéncia distintiva iniciando com
rearranjo intramolecular (m/z 1031), seguido pela perda de um fragmento combinado

contendo leucina e por¢ao da cadeia graxa (m/z 931), um dipeptideo (m/z 859), a



cadeia graxa completa (m/z 818), e uma perda de CH, (m/z 804). Este padrao
evidencia de forma clara a arquitetura molecular das surfactinas, destacando a perda
seletiva da porc¢ao lipidica completa na isoforma C15.

A combinacdo dos perfis de fragmentagdo caracteristicos e das massas
moleculares precisas (m/z 1008, 1022, 1036) confirma inequivocamente a presenca
das surfactinas C13, C14 e C15 no extrato, em concordancia com relatos prévios para
LPs de Bacillus spp. (Pecci et al., 2010).

A FIGURA 15, ilustra as estruturas quimicas das surfactinas neutras propostas,
representando a conformacao ciclica da cadeia peptidica e a variagdo no comprimento
da cadeia lipidica. As estruturas quimicas correspondentes foram consultadas na base
de dados PubChem e utilizadas como referéncia para a proposta de identificacdo dos

compostos.

FIGURA 15 - ESTRUTURA DAS MOLECULAS DE SURFACTINA C13, C14 E C15 PROPOSTA COM
BASE EM DADOS DE ESI(+)-HRMS/MS E INFORMAGOES DISPONIVEIS NA BASE PUBCHEM
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H ,,j\ o H o ,—5\ H 'p =
Surfactina A C13 Surfactina A C14 Surfactina A C15
Cs1HyeN-015 Cs2HeiN7013 Cs3HpyN-015

Fonte: PubChem (NCBI) (2025).
LEGENDA: A) CID (44227777); B) CID (44227776); C) CID (44227775).

A atribuigdo das férmulas moleculares Cs1HgooN7O13*(erro de 1.8 ppm, mSigma =
15.1), Cs2Ho2N7O13*(erro de 0.7 ppm, mSigma = 10.1) e Cs3HaaN7O13* (erro de 2.0
ppm, mSigma = 9.1) foi validada pelos baixos erros de massa e excelente correlacéo
dos padrdes isotopicos experimentais com os tedricos. Esses dados indicam a
presenca de multiplas isoformas de surfactina, cuja variagdo estrutural ocorre

principalmente no comprimento da cadeia graxa. A heterogeneidade dessas isoformas



foi confirmada por Kakinuma et al. (1969) por espectrometria de massas, que
identificaram diferentes acidos graxos B-hidroxilados ligados a mesma sequéncia
peptidica. Além disso, a biossintese da surfactina envolve a agao flexivel das NRPSs,
cuja variagdo na incorporagdo de aminoacidos e residuos lipidicos resulta em
diferentes isoformas, conforme descrito por Yu et al. (2024).

Da mesma forma, a RMN 'H, contribui para a caracterizagdo quimica de misturas
complexas, como séo os extratos contendo LPs. Portanto, RMN "H foi utilizada como
uma ferramenta complementar para a identificacdo dos compostos. O espectro obtido

(FIGURA 16) revelou sinais caracteristicos atribuiveis a presenca de LPs.
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Aregiado entre 6 0,9 e 2,5 ppm, apresentou sinais multiplos atribuidos aos grupos
metila e metileno das cadeias hidrocarbonadas alifaticas, indicativos da presenca de
caudas graxas tipicas de LPs.

Multiplos sinais entre 6 4,0 e 5,5 ppm sao compativeis aos hidrogénios a dos
aminoacidos e ao hidrogénio ligado ao carbono envolvido na formagdo do anel
lactona. Um pico caracteristico em aproximadamente & 5,1 ppm, reforca a presenca
deste anel, estrutura essencial da conformacao ciclica das surfactinas.

Além disso, a auséncia de picos intensos e bem definidos entre & 6,0 € 8,5 ppm
indica que n&o ha residuos aromaticos em abundancia, como tirosina, o que contribui
para a exclusao de outras classes de LPs, como fengicinas e iturinas. Um pequeno
pico observado proximo a 8 ppm, € compativel com hidrogénios de amida da cadeia
peptidica.

Os espectros de RMN 'H obtidos estdo de acordo com os resultados
encontrados por Peypoux et al. (1991), exibindo sinais nas regides caracteristicas de
prétons de amida (d 6,5 - 10 ppm), carbonos a dos aminoacidos (6 3,5 - 5,5 ppm) e
cadeias laterais alifaticas (6 0,25 - 3,0 ppm).

Esses dados indicam que os compostos majoritarios presentes no extrato
analisado possuem caracteristicas estruturais compativeis com as surfactinas, uma
classe conhecida de LPs biossurfactantes produzidos por espécies do género
Bacillus.

A espectrometria de massas, nas modalidades ESI(+) complementou os dados
obtidos por RMN 'H, fornecendo informacgdes sobre o peso molecular e o padréo de

fragmentacao dos compostos presentes.

4.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os resultados obtidos a partir do desafio dos fungos com o extrato de LPs de
B. pumilus estao apresentados na FIGURA 17. Foram aplicados 200 pL do extrato
para avaliar se o contato direto promoveria alteragées morfoldgicas e/ou inibicdo do

crescimento fungico.



FIGURA 17 - FITOPATOGENOS DESAFIADOS COM EXTRATO DE LIPOPEPTIDEO DE B. pumilus

C. truncatum C. cassiicola D. longicolla D. ueckeri F. incarnatum-equiseti  F. graminearum M. phaseolina

Controle

Tratado

FONTE: A autora (2025)

LEGENDA: Culturas de fungos em meio BDA. Controle: sem adi¢cao de extrato. Tratado:
suplementado com 200 pL de extrato de LPs (5 mg/mL) obtidos de B. pumilus. Condigbes de
incubacéo: 4 dias a 28 °C.

Foi possivel observar diferencas entre o controle, no qual ndo havia extrato
sobre a superficie do meio de cultura, e os tratamentos com extrato. A principal
diferenga foi a inibigdo do crescimento, visto que os fungos-controle apresentaram
areas maiores de desenvolvimento.

Nos casos de C. fruncatum e C. cassiicola, o crescimento observado nos
tratamentos correspondeu apenas ao diametro inicial do disco fungico de repique (9
mm), sem expansao sobre a superficie do meio, diferentemente do observado no
controle, onde houve crescimento ativo. Ja os fungos D. longicolla, D. ueckeri, F.
incarnatum-equiseti e F. graminearum apresentaram um leve crescimento além da
area do repique, porém com redugao expressiva em comparagao ao controle.

No caso de M. phaseolina, nao foram verificadas grandes diferencas na taxa
de crescimento entre tratado e controle. Entretanto, a analise macroscopica revelou
alteragcbes morfoldgicas importantes no micélio tratado, como mudancgas de coloragao,
padrdao de radiagdo e auséncia de hifas aéreas, sugerindo um possivel efeito
fisiol6gico mesmo sem redugdo aparente no crescimento.

Estudos prévios demonstram que LPs produzidos por B. pumilus apresentam
eficacia contra diferentes fungos fitopatogénicos (Dobrzynski et al., 2025),
confirmando o elevado potencial dessa espécie como agente biocontrolador
(Dehghanifar; Keyhanfar; Emtiazi, 2019). Esses compostos podem ser sintetizados
isoladamente ou coproduzidos em associacdo com outras familias de LPs, sendo a
diversidade estrutural frequentemente associada a maior eficiéncia antimicrobiana

(Malakar et al., 2023). Assim, os resultados aqui obtidos corroboram com resultados



anteriores descritos na literatura e reforcam a aplicabilidade de B. pumilus como

alternativa sustentavel no manejo de fitopatdégenos.

4.7 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Para a microscopia eletrbnica de varredura (MEV), foram preparadas duas
amostras de cada fungo: uma correspondente ao controle (sem contato com o extrato)
e outra obtida a partir dos micélios desafiados, conforme descrito no item 4.6. O
objetivo dessa etapa foi avaliar possiveis alteracbes morfolégicas decorrentes da
exposicao ao extrato de LPs. As amostras controle serviram como parametro de
comparacgao, possibilitando confirmar a ocorréncia de modificagdes estruturais nos
fungos tratados.

As alteragdes observadas em C. ftruncatum apdés o tratamento, em
comparagao ao controle estdo apresentadas na FIGURA 18. Verificou-se destruicéo
da ponta de uma cerda e comprometimento de sua formacgao basal, deformacgao dos
conidios, murchamento das hifas e reducdo no numero de conidios nas amostras
tratadas. Resultados semelhantes foram observados por Deng et al. (2023), que
relataram inchago, enrugamento e deformagbes em hifas de uma espécie de
Colletotrichum tratada com LPs. De forma consistente, Bhakat et al. (2023) também
observaram, por MEV, altera¢des na integridade e morfologia do micélio e esporos de
outra espécie do género.



FIGURA 18 - MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DE Colletotrichum truncatum

Controle

Tratado

FONTE: A autora (2025)

LEGENDA: Aumento de 1.000 vezes, tamanho 50 um (A, B, E, F); aumento de 5.000 vezes, tamanho
10 um (C, D, G, H). A-D: C. truncatum controle sem tratamento. E-H: C. fruncatum tratado com
extrato de LPs de B. pumilus (5 mg/mL).

As capturas obtidas para C. cassiicola estao apresentadas na FIGURA 19.
Foram observadas alteragcbes morfolégicas como murchamento, mudanca na
angulacéao e ruptura evidente das hifas, além do surgimento de um aspecto granular
ausente na amostra controle (sem contato com LPs). Também foi verificada a
deformacéo de conidios, que apresentaram leve murchamento e formato céncavo. Até
o0 momento, ndo ha relatos de analises por MEV desse fungo em contato direto com
extratos de LPs. Entretanto, estudos prévios ja evidenciaram atividade antifungica

desses compostos contra C. cassiicola (Malakar et al., 2023).



FIGURA 19 - MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DE Corynespora cassiicola

Controle

Tratado

FONTE: A autora (2025)

LEGENDA: Aumento de 1.000 vezes, tamanho 50 um (A, B, E, F); aumento de 5.000 vezes, tamanho
10 um (C, D, G, H). A-D: C. cassiicola controle sem tratamento. E-H: C. cassiicola tratado com extrato
de LPs de B. pumilus (5 mg/mL).

As micrografias obtidas para D. longicolla estdo apresentadas na FIGURA 20.
Até o momento, ndo foram encontrados relatos na literatura que empregassem MEV
para avaliar alteragdes morfolégicas desse fungo em contato com LPs. No presente
trabalho, observou-se que o tratamento com o extrato promoveu alteragdes evidentes
nas hifas, como murchamento, tor¢coes e indicios de perda do conteudo celular. A cepa
analisada nao apresentou formagdo de esporos. Nas amostras controle, em
contrapartida, foi possivel visualizar regides em que as hifas exibiam espiralamento,
possivelmente relacionado a formagcao de estruturas de resisténcia. Entretanto, nas
amostras tratadas, a formacao dessas estruturas mostrou-se interrompida, sugerindo

comprometimento do desenvolvimento fungico.



FIGURA 20 - MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DE Diaporthe longicolla

Controle

Tratado

FONTE: A autora (2025)

LEGENDA: Aumento de 1.000 vezes, tamanho 50 um (A, B, E, F); aumento de 5.000 vezes, tamanho
10 um (C, D, G, H). A-D: D. longicolla controle sem tratamento. E-H: D. longicolla tratado com extrato
de LPs de B. pumilus (5 mg/mL).

As micrografias obtidas para D. ueckeri estdo apresentadas na FIGURA 21.
D. ueckeri € uma espécie relativamente recente na literatura, especialmente no Brasil.
Observou-se que o extrato de LPs interferiu na formacao das hifas, promovendo
alteragdes morfologicas como murchamento, tor¢ao e indicios de perda do conteudo

celular, de forma semelhante ao verificado para D. longicolla.



FIGURA 21 - MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DE Diaporthe ueckeri
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FONTE: A autora (2025)

LEGENDA: Aumento de 1.000 vezes, tamanho 50 ym (A, C); aumento de 5.000 vezes, tamanho 10
um (B, D). A-B: D. ueckeri controle sem tratamento. C-D: D. ueckeri tratado com extrato de LPs de B.
pumilus (5 mg/mL).

As micrografias de F. incarnatum-equiseti estao apresentadas na FIGURA 22.
O principal achado foi relacionado aos macroconidios: nas amostras controle,
apresentaram-se integros e com morfologia regular, enquanto no tratamento com LPs
exibiram anomalias, incluindo murchamento acentuado que resultou em formatos
concavos. Além disso, observaram-se alteracbes nos conidios, que apresentaram
formas irregulares, presenga de protuberancias ausentes no controle e variagao
acentuada no tamanho. Resultados semelhantes foram descritos por Mihalache et al.
(2018), que também relataram deformacdes em conidios e conidioforos, além da
inibicdo da formacdo e germinacdo de esporos. Segundo os autores, os LPs

promovem danos irreversiveis a parede celular das hifas, mecanismo que pode

explicar as alteragdes observadas no presente estudo.



FIGURA 22 - MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DE Fusarium incarnatum equiseti
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FONTE: A autora (2025)

LEGENDA: Aumento de 1.000 vezes, tamanho 50 um (A, C); aumento de 5.000 vezes, tamanho 10
um (B, D). A-B: F. incarnatum-equiseti controle sem tratamento. C-D: F. incarnatum-equiseti tratado
com extrato de LPs de B. pumilus (5 mg/mL).

As micrografias de F. graminearum estdo apresentadas na FIGURA 23.
Foram observadas alteragdes significativas nas hifas, como murchamento e ruptura.
Resultados semelhantes foram relatados por Liu et al. (2025), que, em analises de
MEV, descreveram o miceélio enrugado, sugerindo que esse aspecto pode estar
associado ao efluxo do material intracelular decorrente da ruptura da parede celular.
Utilizando o mesmo material, os autores também realizaram microscopia eletronica
de transmissao (MET), na qual foi possivel observar com maior riqueza de detalhes

as modificagdes ultraestruturais.



FIGURA 23 - MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DE Fusarium graminearum
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FONTE: A autora (2025)

LEGENDA: Aumento de 1.000 vezes, tamanho 50 ym (A, C); aumento de 5.000 vezes, tamanho 10
um (B, D). A-B: F. graminearum controle sem tratamento. C-D: F. graminearum tratado com extrato
de LPs de B. pumilus (5 mg/mL).

As micrografias obtidas para M. phaseolina estao apresentadas na FIGURA
24. A analise por MEV revelou alteragdes significativas tanto nas hifas quanto nos
microesclerédios do fungo. Nas hifas, foi possivel observar redugédo na abundéancia,
além de comprometimento da integridade estrutural, evidenciado por afinamento,
torcdo e aspecto de murcha. Em relacdo aos microesclerodios, verificou-se a
ocorréncia de anomalias em sua formacgao, quando comparados os tratamentos com
o controle, sugerindo que o extrato interferiu diretamente no processo de
desenvolvimento dessas estruturas de resisténcia.

Até o momento, ndo foram encontrados trabalhos que avaliem, por meio de
MEV, os efeitos de extratos de LPs sobre M. phaseolina, um fungo de elevada
importancia agricola. No entanto, ha relatos de espécies de Bacillus com potencial de
controle desse patdogeno por meio da produgédo de LPs. Torres et al. (2016), por



exemplo, descreveram, utilizando MEV, as alteragbes morfologicas observadas na
zona de inibicdo de ensaios de cultura pareada. Contudo, os efeitos descritos por
esses autores demonstraram menor impacto sobre a estrutura fungica em
comparacgao aos resultados obtidos no presente trabalho, no qual foi utilizado extrato

concentrado de LPs.

FIGURA 24 - MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DE Macrophomina phaseolina

Controle

Tratado

FONTE: A autora (2025)

LEGENDA: Aumento de 1.000 vezes, tamanho 50 um (A, B, E, F); aumento de 5.000 vezes, tamanho
10 um (C, D, G, H). A-D: M. phaseolina controle sem tratamento. E-H: M. phaseolina tratado com
extrato de LPs de B. pumilus (5 mg/mL).

De modo geral, a MEV mostrou-se uma ferramenta de grande relevancia para
a avaliacdo dos efeitos do extrato de LPs obtido de B. pumilus. As alteragdes nas hifas
foram evidentes em todos os fungos analisados e, naqueles que produziram esporos,
essas estruturas também apresentaram comprometimento. Além disso, estruturas de
resisténcia sofreram modificagbes perceptiveis.

Levanta-se a hipétese de que o fungo que apresentou maior sensibilidade ao
extrato foi M. phaseolina, possivelmente em razao de seu crescimento mais acelerado
em comparagdo aos demais. Alteragdes mais expressivas poderiam ter sido
observadas em C. truncatum e C. cassiicola. Contudo, conforme indicado no ensaio
de verificagao da atividade antimicrobiana (FIGURA 17), ndo houve crescimento além
da area de repique (9 mm). Essa limitagao pode ter influenciado a analise por MEV,

visto que o micélio coletado nédo esteve totalmente exposto ao extrato no meio de



cultura. Ainda assim, foi possivel identificar alteracbes, mesmo que em menor
intensidade.

As micrografias foram obtidas a partir das regides que apresentaram as
alteracbes mais evidentes em comparacdo ao controle. Outro fator que pode ter
influenciado os resultados refere-se a quantidade de micélio coletada, que nao foi
uniforme entre os fungos. Dessa forma, em alguns casos pode ter havido menor
disponibilidade de material para analise, o que possivelmente restringiu a detec¢ao de

alterag¢des adicionais que de fato ocorreram, mas nao puderam ser registradas.



5 CONSIDERAGOES FINAIS

O presente trabalho permitiu o isolamento e identificacdo de sete fungos
importantes causadores de doengcas em sementes de soja, sendo eles: C. trucatum,
C. cassiicola, D. longicolla, D. ueckeri, F. incarnatum-equiseti, F. graminearum e M.
phaseolina.

Nos ensaios de antagonismo realizados, a bactéria B. pumilus destacou-se
entre as espécies testadas (B. nealsonii, B. licheniformis e B. tequilensis),
apresentando maior potencial de inibigdo do crescimento fungico. A extracao de LPs,
embora com rendimento relativamente baixo, foi suficiente para demonstrar atividade
antifungica frente aos fitopatégenos avaliados.

A caracterizagdo do extrato por ESI(+)-HRMS/MS e RMN ' H confirmou a
presenca de isoformas de surfactina, sendo elas C13, C14 e C15.

A verificacdo da atividade antimicrobiana in vitro mostrou que, em contato
direto com o fungo, o extrato reduziu a area de crescimento, além de modificar
caracteristicas macroscopicas, como cor e aspecto do micélio.

Complementarmente, a microscopia eletronica de varredura evidenciou
diversas alteragdes morfologicas nas estruturas fungicas, como afinamento, torcéo e
murcha das hifas, além da perda de integridade dos esporos e anomalias na formagéao
de estruturas de resisténcia. Tais alteragbes sugerem comprometimento da
membrana e da parede celular, possivelmente levando a perda do conteudo
intracelular e inviabilizando o desenvolvimento dos fungos.

Diante dos resultados obtidos, conclui-se que o extrato de LPs produzido por
B. pumilus apresenta elevado potencial de biocontrole de fitopatdgenos de soja,
podendo ser explorado como alternativa promissora e sustentavel para o manejo
integrado de doencgas. Além de reduzir a dependéncia exclusiva de fungicidas
quimicos, sua aplicacdo pode contribuir para praticas agricolas mais seguras e

ambientalmente responsaveis.
5.1 RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS
Para dar continuidade a este estudo, recomenda-se que futuras pesquisas

considerem a otimizagdo das condigdes de cultivo, com o objetivo de maximizar o

rendimento na produgdo de LPs. Sugere-se, ainda, a aplicagdo de diferentes



abordagens para a avaliagdo da atividade antifungica, incluindo avaliagbes em
diferentes concentracdes do extrato.

Outro ponto relevante é investigar e avaliar in vivo o potencial do extrato néo
apenas quanto a atividade antifungica direta, mas também em relagado a promogao do
crescimento vegetal, a indugéo de resisténcia sistémica e a outros mecanismos de
interagao benéfica com as plantas.

Adicionalmente, recomenda-se o estudo da interacdo do extrato com os
fungos em nivel molecular, por meio da analise de expressao génica associada a
possiveis mecanismos de acdo, como a indugcado de espécies reativas de oxigénio
(EROs), a regulagao de genes relacionados a morfologia e a respostas a estresses.

Por fim, destaca-se que este campo de pesquisa pode se expandir além da
agricultura, alcangando também a area médica e veterinaria, onde o controle de

fungos de interesse clinico representa um desafio crescente.
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