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RESUMO 

 

MACEDO, Mariana Ferracin de. Utilização de Bacillus amyloliquefaciens e metabólito 
secundário de Xenorhabdus szentirmaii para controle de doenças bacterianas em 
tomateiro e feijoeiro. 2024. 75 f. Campinas  SP. Tese (Doutorado em Sanidade, Segurança 
Alimentar e Ambiental no Agronegócio)  Instituto Biológico, Agência Paulista de Tecnologias 
dos Agronegócios, Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de São Paulo, São 
Paulo, 2024.  
 

O tomate é uma hortaliça amplamente consumida no país e está sujeita a pragas e doenças que 

prejudicam a produtividade. A mancha bacteriana do tomateiro, causada pela bactéria 

Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans (Xep), ataca as folhas e os frutos, podendo acarretar 

um impacto na produção e comercialização. O feijão é uma das leguminosas que faz parte da 

alimentação humana e sofre ataque de doenças no campo e, as perdas na produção podem ser 

significativas quando há a presença da bactéria Curtobacterium flaccumfaciens pv. 

flaccumfaciens (Cff), causando a murcha de Curtobacterium que, devido a sua forma de 

disseminação, seu controle é mais difícil. A utilização da agricultura convencional levou a 

desequilíbrios ecológicos, resistência de pragas e doenças, além dos impactos ambientais e, 

novas estratégias de controle estão sendo utilizadas, entre elas, o controle biológico. O objetivo 

do trabalho foi avaliar o potencial de Bacillus amyloliquefaciens IBSBF 3321 e metabólito 

secundário de Xenorhabdus szentirmaii PAM 25 para o controle de Xep IBSBF 2349 e de Cff 

IBSBF 1290. O isolamento das bactérias simbiontes foi realizado a partir da hemolinfa de 

lagartas de Galleria mellonella infectadas com nematoides Steirnenema rarum PAM 25. A 

atividade antimicrobiana dos metabólitos, cultura líquida ou filtrado, contra as referidas 

fitobactérias foi avaliada por meio da medição dos halos de inibição de crescimento em testes 

in vitro. Também foi avaliada a capacidade antimicrobiana da linhagem de B. amyloliquefaciens 

IBSBF 3321 em testes in vitro e in vivo (casa de vegetação). Os resultados em casa de vegetação 

com plantas de tomate mostraram que o metabólito secundário X. szentirmaii PAM 25 

proporcionou redução da severidade da doença em aproximadamente 40% enquanto no 

tratamento com B. amyloliquefaciens IBSBF 3321 a redução foi de aproximadamente 60%. Os 

tratamentos com os produtos comerciais B. subitilis QST 713 e fluazinam mostraram redução 

de 43% e 89% respectivamente. Nos experimentos com plantas de feijão, a redução dos 

sintomas da doença foi de aproximadamente 38% no tratamento com metabólito secundário de 

X. szentirmaii PAM 25 e de aproximadamente 30% com a linhagem de B. amyloliquefaciens 

IBSBF 3321, e nos tratamentos com B. subitilis QST 713 e fluazinam a redução foi de 27,5% 

35% respectivamente.   
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ABSTRACT 

 

MACEDO, Mariana Ferracin de. Use of Bacillus amyloliquefaciens and secondary 
metabolite of Xenorhabdus szentirmaii to control bacterial diseases in tomatoes and beans. 
2024. 75 f. Campinas  SP. Tese (Doutorado em Sanidade, Segurança Alimentar e Ambiental 
no Agronegócio)  Instituto Biológico, Agência Paulista de Tecnologias dos Agronegócios, 
Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de São Paulo, São Paulo, 2024.  

 

Tomatoes are widely consumed vegetables in Brazil and are subjected to pests and diseases that 

affect yield. One such disease is bacterial spot, caused by the bacterium Xanthomonas 

euvesicatoria pv. perforans (Xep), which attacks leaves and fruits and can have an impact on 

production and commercial value. Beans are legumes that are part of the human diet and are 

subjected to disease attacks in the field. Production losses can be significant when the bacterium 

Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Cff) is present, causing Curtobacterium 

wilt, which is more difficult to control because of its mode of dissemination.  Conventional 

agriculture has led to ecological imbalances, pest and disease resistance to control measures, 

and environmental impacts. New control strategies include being used, including biological 

control. This study aimed to evaluate the potential of Bacillus amyloliquefaciens IBSBF 3321 

and secondary metabolite from Xenorhabdus szentirmaii PAM 25 for the control of Xep IBSBF 

2349 and Cff IBSBF 1290. Symbiotic bacteria were isolated from the hemolymph of Galleria 

mellonella caterpillars infected with the nematode Steirnenema rarum PAM 25. The 

antimicrobial activity of the metabolites, liquid culture or filtrate, against the mentioned 

phytobacteria was evaluated by measuring the growth inhibition halos in vitro. Bacillus 

amyloliquefaciens IBSBF 3321 strain was also evaluated for antimicrobial capacity in vitro and 

in vivo (greenhouse). The results of the greenhouse assay with tomato plants showed that the 

secondary metabolite from X. szentirmaii PAM 25 reduced disease severity in approximately 

40%, whereas in the treatment with B. amyloliquefaciens IBSBF 3321, the reduction was 

around 60%. The treatments with the commercial products B. subitilis QST 713 and fluazinam 

resulted in reductions of 43% and 89%, respectively. In the experiments with bean plants, 

disease symptoms were reduced around 38% using the secondary metabolite of X. szentirmaii 

PAM 25 and approximately 30% with B. amyloliquefaciens IBSBF 3321. As for B. subitilis 

QST 713 and fluazinam the reduction attained was 27.5% and 35%, respectively. 

 

KEYWORDS: biological control; Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans; Curtobacterium 

flaccumfaciens pv. flaccumfaciens. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A agricultura tem como principal função a produção de alimentos e, o Brasil, tem se 

destacado no setor agrícola, responsável por 24,4% do PIB em 2023, com um aumento de 5,5% 

de hectares para produção em relação ao ano de 2022, e entre este aumento estão presentes as 

culturas do feijão e tomate (CEPEA, 2023; IBGE, 2024).  

O tomateiro é uma cultura de grande importância econômica cuja produção ocorre 

durante o ano todo, sendo uma das hortaliças mais consumidas no país, com uma produção de 

74.374 kg há-1 (IBGE, 2024). Entretando, essa cultura pode ser acometida por uma ampla 

variedade de pragas e doenças que causam queda na produção e para combatê-las são utilizados 

grandes volumes de defensivos agrícolas (CONAB, 2019). 

Uma das doenças de grande impacto na produção de tomate é a mancha bacteriana do 

tomateiro que pode ser causada por quatro diferentes espécies de bactérias do gênero 

Xanthomonas: Xanthomonas vesicatoria, Xanthomonas euvesicatoria pv. euvesicatoria, 

Xanthomonas hortorum pv. gardneri e Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans. (Constantin 

et al., 2016; Jones et al., 2004; Morinière et al., 2020) Dentre estas espécies, destaca-se X. 

euvesicatoria pv. perforans (Xep), patógeno de maior ocorrência no Brasil. A contaminação 

por este microrganismo é de difícil controle devido à falta de cultivares resistentes e, ainda, da 

ausência de produtos químicos ou biológicos eficazes (Araújo et al., 2017; Inoue-Nagata et al., 

2016; Quezado-Duval; Lopes, 2010).  

O feijoeiro é outra cultura importante para a economia do país, fazendo com que o Brasil 

seja um dos maiores produtores do grão segundo a FAOSTAT (2023). Essa leguminosa, possui 

muitas propriedades nutricionais, sendo tradicionalmente utilizada na cozinha brasileira em 

todas as regiões do país (Silva e Wander, 2013). Entretanto, quando o feijoeiro é plantado 

principalmente após a colheita da soja, e com a presença do patógeno Curtobacterium 

flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Cff) nos restos culturais, pode ocorrer grandes prejuízos na 

produção.  

A murcha de curtobacterium é considerada uma das doenças de maior importância do 

feijoeiro, ocasionando a morte prematura das plantas quando o ataque ocorre no início do 

desenvolvimento devido a obstrução dos vasos do xilema. Este fitopatógeno consegue 

sobreviver nos restos culturais, nas sementes e na presença de hospedeiros alternativos, sendo, 

as sementes, as principais fontes de inóculo (Soares, 2017; Theodoro; Maringoni, 2018). 

Diante da importância do cultivo do tomateiro e do feijoeiro, o ataque de patógenos 

pode levar à impactos econômicos resultantes da queda da produção e várias estratégias de 
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manejo têm sido empregadas para o controle das doenças causadas por esses fitopatógenos 

como rotação de culturas, uso de cultivares resistentes e sementes sadias e, cobre como produto 

químico para controlar esses fitopatógenos. O uso de agrotóxicos no Brasil aumentou 

significativamente a partir dos anos 2000, coincidindo com a expansão do agronegócio no país. 

Essa alta demanda por agrotóxicos também reflete a internacionalização da agricultura 

brasileira (Silva; Santos, 2023). O uso excessivo leva ao desequilíbrio ecológico, extinguindo 

os organismos que estão presentes no ambiente, além de levar à resistência de insetos pragas, 

doenças, plantas daninhas, causando impactos ao meio ambiente e ao homem (Bettiol; Morandi, 

2009).  

Com o objetivo de se obter uma produção mais sustentável, foram desenvolvidas 

estratégias de controle de doenças com o emprego de macro e microrganismos que originaram 

o conceito de controle biológico (Bettiol; Morandi, 2009). Segundo Parra et al. (2002), o 

controle biológico caracteriza-se pelo uso de inimigos naturais que atuam em diversos estágios 

de desenvolvimento de patógenos (tais como vírus, fungos, bactérias, nematoides, entre outros) 

responsáveis por doenças em plantas e animais. Ainda, pode ser aliado aos tratos culturais para 

o aumento da população de antagonistas no ambiente (Bettiol et al., 2008).  

Atualmente para o controle de fitopatógenos existem produtos formulados com fungos 

como Trichoderma, Beauveria e Metarhizium; bactérias endofíticas e antagonistas, 

Pseudomonas, Bacillus e Streptomyces, e, ainda, há que se citar bactérias simbiontes de 

nematoides entomopatogênicos (NEP), pertencentes aos gêneros Xenorhabdus e Photorhabdus, 

que são produtoras de antibióticos, antimicóticos, antifúngicos e outros compostos que possuem 

potencial para uso na agricultura (Filho et al., 2010; Gualtieri et al., 2009; Silva et al., 2008; 

Webster et al., 2002). 

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de Bacillus amyloliquefaciens 

IBSBF 3321 e metabólito secundário de Xenorhabdus szentirmaii PAM 25 no controle da 

mancha bacteriana do tomateiro, causada por Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans IBSBF 

2349 e da murcha de curtobacterium do feijoeiro causada por Curtobacterium flaccumfaciens 

pv. flaccumfaciens IBSBF 1290. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 A cultura do tomateiro 

 
O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) é originário das regiões do norte do Equador e 

Sul do Chile se estendendo até a América Central, uma vez que é uma planta que consegue se 

adaptar em vários microclimas e solos (Bauchet; Causse, 2012; Liang et al., 2017). É uma das 

principais hortaliças cultivadas mundialmente, fazendo parte da alimentação de diversas 

maneiras, seja in natura ou de forma industrializada, como molhos e extratos (CONAB, 2019).  

Segundo a FAOSTAT (2023), o Brasil está entre os dez maiores países produtores de 

tomate, com uma produção acima de 3 milhões de toneladas, sendo que a China lidera a 

produção com 66 milhões de toneladas, seguido da Índia e Turquia. No Brasil, a estimativa da 

safra de 2024 é de 4,2 milhões de toneladas, um aumento de 6,3% em relação ao ano de 2023, 

e este aumento se deu em relação ao maior rendimento, com o estado de Goiás como maior 

produtor, sendo a maioria destinada para indústria. Os estados de São Paulo, predominando o 

tomate tipo salada, e Minas Gerais aparecem como grandes produtores logo em seguida 

(CONAB, 2019; IBGE, 2024). Grande parte da produção mundial do fruto é destinada para a 

indústria, pois há uma demanda por parte da população por alimentos que sejam práticos para 

preparar e armazenar, como em caixas do tipo longa vida, além dos crescentes mercados de fast 

food que utilizam produtos como o catchup (Melo; Vilela, 2004; Pedroso, 2020). 

 

2.1.1 Etiologia de Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans 

 

No ano de 1914, na África do Sul, Ethel Doidge observou uma doença no tomateiro, a 

qual denominou como cancro no tomate e seu agente causal como Bacterium vesicatorium. No 

mesmo ano, nos Estados Unidos, os pesquisadores Gardner e Kendrick identificaram uma 

doença semelhante que causava mancha e classificou o agente como B. exitiosum (Doidge, 

1921; Jones et al., 1998; Jones et al., 2004). No entanto, em 1923, Gardner e Kendrick fizeram 

comparações entre as bactérias e verificaram que não havia diferenças entre elas, concluindo 

que se tratava da mesma espécie, classificada então como B. vesicatorium Doidge (Quezado-

Duval, 2003; Jones et al., 2004). Segundo Jones (1998), o agente causal da mancha bacteriana 

Pseudomonas vesicatoria e no ano de 1930, como 

Phytomonas vesicatoria. Depois da proposição do gênero Xanthomonas onde foram alocadas 

19 espécies através de análises bioquímicas, Phytomonas vesicatoria foi reclassificada como 
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Xanthomonas vesicatoria (Doidge) Dowson. Em 1978, este fitopatógeno foi novamente 

reclassificado como Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Quezado-Duval; Lopes, 2010; 

Young et al., 1978). 

A mancha bacteriana era considerada como sendo causada por um só grupo do gênero 

Xanthomonas, até que Stall et al. (1994) reconheceram que, na verdade, a doença era causada 

por espécies distintas dividindo-as em dois grupos. No ano seguinte, Vauterin et al. (1995) 

efetuaram um estudo, baseado em hibridização DNA-DNA, onde as espécies de Xanthomonas 

foram novamente reclassificadas e, dessa forma, X. campestris pv. vesicatoria foi reclassificada 

como X. axonopodis pv. vesicatoria grupo A e X. vesicatoria como X. axonopodis pv. 

vesicatoria grupo B. Devido a variabilidade de X. campestris pv. vesicatoria, e levantamentos 

de isolados de vários países, foi realizada uma nova reclassificação dentro desse grupo onde X. 

axonopodis vesicatoria grupo A passou a ser denominada X. euvesicatoria pv. euvesicatoria e 

o grupo B ficou classificado como X. vesicatoria. Ainda, foram descritas duas novas espécies 

causadoras da mancha bacteriana do tomateiro, Xep representando o grupo C e X.  hortorum 

pv. gardneri, grupo D (Jones et al., 2004; Utami; Meale;Young, 2022). 

Atualmente, todas as espécies causadoras da mancha bacteriana estão presentes no 

Brasil, sendo Xep e X. hortorum pv. gardneri os patógenos de maior ocorrência (Araújo et al., 

2017). Isso pode estar relacionado ao fato de que X. hortorum pv. gardneri se adapta melhor 

em locais com maiores altitudes e X. perforans é a mais difundida por ter mais adaptação a altas 

temperaturas, maior competitividade e adaptabilidade (Araújo et al., 2011; Araújo et al., 2017; 

Hert et al., 2005). As espécies X. euvesicatoria pv. euvesicatoria e X. vesicatoria possuem baixa 

diversidade e estão mais ligadas às sementes de tomates híbridos importados (Quezado-Duval 

et al., 2005). 

 

2.1.2 Sintomatologia da mancha bacteriana do tomateiro 

 

A mancha bacteriana do tomateiro é vista como uma doença importante por parte dos 

produtores, devido às perdas nas lavouras, e a infecção ocorre diretamente na parte aérea da 

planta, como caules, folhas, pedicelos, flores e frutos, aparecendo em qualquer estádio de 

desenvolvimento, prejudicando, assim, sua comercialização (Quezado-Duval; Lopes, 2010). 

Nas folhas os sintomas são caracterizados por pequenas áreas encharcadas que possuem 

formato irregular e bordas definidas, podendo começar pelos bordos das folhas, avançando pelo 

centro, causando uma necrose e, podendo ou não apresentar um halo amarelado ao redor. Com 

o avanço da doença, essas lesões coalescem, aparentando uma queima, causando a seca das 
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folhas e, em seguida a desfolha, com escaldadura dos frutos, comprometendo, assim, a 

qualidade do fruto e redução da produtividade (Nascimento, 2009; Mates, 2017; Quezado-

Duval; Lopes, 2010). (Figura 1).

Inicialmente, nos frutos, são observadas pequenas lesões circulares de coloração escura 

e, conforme o aumento da lesão, são formadas crostas com halos verde-escuros a amarelados, 

predispondo ao ataque de fungos oportunistas e assim, inviabilizando o comércio (Abrahamian 

et al., 2021b; Quezado-Duval; Lopes, 2010). Segundo Potnis et al. (2015), X. euviscatoria pv.

perforans não ataca os frutos na mesma frequência que X. vesicatoria e X. euvesicatoria. No 

pecíolo, flores e caule, os sintomas iniciais são pequenos pontos esbranquiçados e, conforme o 

desenvolvimento da doença, passam a ter características de lesão corticosa com bordas 

elevadas. Quando ocorre infecção durante a floração, a doença pode ocasionar queda das flores 

(Nascimento, 2009; Quezado-Duval; Lopes, 2010). As condições climáticas favoráveis para o 

crescimento da bactéria variam de 25 a 28ºC, com umidade relativa entre 95 e 100% 

(Abrahamian et al., 2021b; Marcuzzo, 2008). 

A disseminação da bactéria ocorre através de mudas contaminadas, principalmente 

quando cultivadas em altas densidades, sendo estas condições favoráveis para a colonização da 

planta, visto que, os estômatos ou ferimentos são portas de entrada para o microrganismo. Outra 

forma de disseminação ocorre através da água da chuva em curtas distâncias, irrigação por 

Fonte: Macedo, 2023

A B

Figura 1 - Folha e fruto da planta de tomate com sintomas da mancha bacteriana causada pela Xanthomonas
euvesicatoria pv. perforans IBSBF 2349
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aspersão, pelo ar e práticas culturais que podem causar ferimentos na planta (Abrahamian et al., 

2021a; Bernal; Berger 1996; McInnes et al., 1988) 

Abrahamian et al. (2021a) avaliaram a disseminação de Xep através de gotas de água e 

o efeito da temperatura sobre a população da bactéria. Os autores observaram que temperatura 

abaixo de 24ºC resultam em diminuição do inóculo e consequentemente menor disseminação 

da doença, enquanto que na temperatura de 27ºC e alta densidade da bactéria, o patógeno chega 

a percorrer 1,5 metros, podendo infectar outras plantas. 

 

2.2 Cultura do feijoeiro 

 

Embora as oleaginosas sejam uma das principais commodities no Brasil, o feijão comum 

também possui grande importância na economia mundial principalmente na alimentação, 

fazendo parte da culinária de vários países.  

Atualmente, a Índia é o maior produtor do grão no mundo com 3.941 milhões de 

toneladas, seguido do Brasil com uma produção de 3 milhões de toneladas e Myanmar com 

2.363 milhões de toneladas (FAOSTAT, 2023). 

No Brasil, o feijão é cultivado em vários estados, e em algumas regiões pode-se 

Sudeste, Centro-Oeste 

que é plantada nas regiões Sul, Sudeste, Centro-oeste e um único período no Norte; a safra de 

inverno que ocorre no Centro-Sul do país (Silva; Wander, 2013). Segundo o levantamento de 

dados do IBGE (2024), os estados que mais produzem no Brasil são Paraná, Minas Gerais e 

Bahia na primeira safra, na segunda safra o estado do Mato Grosso ultrapassou a Bahia e, na 

terceira safra, a estimativa é que os estados de Goiás, Minas Gerais e São Paulo tenham o 

destaque na produção. Esses dados reforçam a importância da cultura, pois é a quarta maior 

área colhida quando comparado com outras commodities.  

O feijão possui características organolépticas, sendo fonte de proteína, minerais e 

vitaminas e, geralmente, é consumido junto do arroz, uma combinação presente na maioria das 

famílias de todas as classes sociais (Moraes; Menelau, 2017). 

As áreas destinadas a cultura do feijoeiro também estão menores com o passar dos anos, 

o que não impactou na produção, pelo contrário, ela tem aumentado devido as tecnologias 

empregadas, como melhoramento de sementes para obter cultivares mais produtivas e com 



24

resistência a algumas pragas e doenças, além de serem adaptadas as regiões que serão cultivadas 

(EMBRAPA, 2023; Oliveira, 2022). 

Da mesma maneira, as tecnologias para o cultivo do feijão evoluíram para o aumento 

da produtividade, a mesma pode ser impactada por ataque de doenças e pelo agente causal 

Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, que é responsável pela murcha de 

Curtobacterium. 

 

2.2.1 Etiologia de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens 

 

A principal característica da doença no feijão é a murcha acompanhada de 

amarelecimento e quando a infecção ocorre no início, podem-se observar sintomas nas folhas 

de plântulas com presença ou ausência de clorose e, ainda, nanismo e morte das plântulas. Nas 

lavouras, quando a doença se desenvolve, pode-se observar a formação de reboleiras, apesar de 

também existirem plantas doentes de maneira isolada (Hedges, 1922; Valentini et al., 2010). 

Nas plantas adultas quando infectadas, a maioria das folhas ficam murchas, principalmente nas 

condições ambientais favoráveis, que ocorrem nos períodos de clima quente e seco, se 

desenvolvendo melhor nas temperaturas de 24 a 27ºC, com as máximas de 35 a 37ºC e, quando 

não ocorre nas condições ideais, o desenvolvimento é mais lento até a fase de maturação dos 

grãos (Harveson et al., 2015; Theodoro; Maringoni, 2010; Valentini et al., 2010). 

O patógeno causador da murcha de curtobacteirum no feijoeiro foi descrito em 1921 por 

Florence Hedges como Bacterium flaccumfaciens e foi constatado que a bactéria causava 

sintomas nos vasos da planta e às vezes, um escurecimento do anel vascular em plantas de feijão 

(Hedges, 1922). Ao observar que a bactéria avançava para várias lavouras de feijão em vários 

estados dos Estados Unidos e em alguns países da Europa, Hedges (1926) pensou em ter 

confundido os sintomas com a ferrugem comum, mas ao comparar, pôde concluir que se tratava 

de uma bactéria transmitida por sementes e que sobrevive por até cinco anos. Dowson (1942) 

alocou as bactérias que possuíam características gram-positivas e corineformes no grupo 

Corynebacterium, passando a ser classificadas como Corynebacterium flaccumfaciens. Com o 

passar dos anos, novas variantes foram descobertas mudando a nomenclatura para 

Corynebacterium flaccumfaciens var. aurantiacum e depois para Corynebacterium 

flaccumfaciens var. violaceum (Osdaghi; Young; Harveson, 2020; Schuster et al., 1968). No 

ano de 1983, Collin e Jones reclassificaram o patógeno como Cff, baseado em suas 

características bioquímicas e genéticas. A murcha bacteriana foi uma das principais doenças 

bacterianas na cultura do feijão no início dos anos de 1950, principalmente em áreas irrigadas 
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(Harveson, et al., 2015). No Brasil, o primeiro relato da doença em lavouras de feijão foi no 

ano de 1995 no estado de São Paulo e, posteriormente em mais regiões do Sul, Sudeste e Centro-

Oeste do país, e na safra de 2011/2012, ocorreu o primeiro relato do patógeno na cultura da soja 

no estado do Paraná (Maringoni; Rosa, 1997; Soares et al., 2013). 

 

2.2.2 Sintomatologia da murcha de curtobacterium no feijoeiro 

 

A bactéria coloniza os vasos do xilema, bloqueando a passagem de seiva bruta, causando 

nas plantas sintomas de flacidez e, no caso de uma infecção conjunta com o fungo causador da 

murcha-de-fusarium, é comum observar-se o escurecimento do vaso (Theodoro; Maringoni, 

2010). 

A semente quando está contaminada pode aparentar características enrugadas e ocorre 

uma coloração do tegumento podendo ser amarela, laranja, rosa ou púrpura, enquanto a vagem 

permanece sem sintomas. O surgimento de uma coloração amarelada nas sementes pode-se 

levar a confusão com sintomas de outras doenças como crestamento bacteriano, contudo, nem 

sempre os sintomas são visíveis (Harveson, 2013; Theodoro; Maringoni, 2000; Valentini et al., 

2010). 

Quando plântulas são originadas de sementes infectadas, os sintomas da doença podem 

ser observados no cotilédone e no segundo estágio de trifólios, causando a morte. Porém, 

sintomas diferentes podem ser observados em espécies distintas de feijão, como no feijão-caupi, 

onde ocorre a presença de clorose ao redor da necrose (Osdaghi; Young; Harveson, 2020). 

Quando ocorre a inoculação das plântulas de maneira artificial em casas de vegetação, 

os sintomas podem variar dependendo do isolado utilizado e da variedade do feijoeiro e, os 

primeiros sintomas são o murchamento das folhas cotiledonares e as plantas jovens 

permanecem atrofiadas, com características de amarelecimento e murcha, não ocorrendo a 

produção de vagens férteis, enquanto nas folhas, ocorre o amarelecimento, queima e murcha 

dos bordos foliares (Figura 2 A, B e C) (Osdaghi; Young; Harveson, 2020; Wendland et al., 

2016). 
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2.3 Controle Biológico 

As práticas agrícolas utilizadas, tais como o desmatamento, queimadas e excesso de 

produtos químicos visando o controle de pragas e doenças, levaram a um desequilíbrio 

ecológico, sendo necessária a utilização de outras técnicas para aumentar a produção de 

alimentos de uma maneira mais sustentável, como o uso do controle biológico (Gomes, 2019; 

Lapiccirella et al., 2022).

que consiste na 

regulação de plantas e animais por inimigos naturais e que seriam os agentes de mortalidade 

(Parra et al., 2023). Em relação a fitopatologia, são microrganismos antagonistas que 

controlam outros microrganismos (De Melo; Nascimento; Serra, 2021).

Para poder proteger as plantas do ataque de patógenos, pode-se empregar a utilização

de microrganismos antes ou após a ocorrência da doença, e estes organismos de biocontrole

possuem diferentes mecanismos de ação, tais como: antagonismo direto, causando o 

enfraquecimento do patógeno ou até mesmo sua eliminação; ação antibiótica sobre os 

patógenos; competição por espaço e nutrientes para sobrevivência quando na presença de outro 

microrganismo; produção de enzimas que rompem as estruturas celulares dos patógenos; e 

B

Fonte: Macedo, 2023

Figura 2 - Sintomas da murcha de curtobacterium em feijoeiro. (A) Encarquilhamento do bordo foliar, (B) Queima 
do bordo foliar e (C) Murcha e flacidez das folhas com clorose

A B C
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indução dos mecanismos de defesa da planta (Agrios, 2005; De Melo; Nascimento; Serra, 

2021). 

Com relação aos microrganismos utilizados no controle de patógenos, os mais 

conhecidos são as bactérias do gênero Bacillus, constituído em 1872 por Ferdinand Chon, no 

qual o nome serve tanto para referência a um gênero de bactérias bem como para sua forma de 

bastão. Além disso, muitas espécies do gênero Bacillus são isoladas de diferentes ambientes. 

Por exemplo, a espécie Bacillus subtilis é comumente encontrada no solo, enquanto Bacillus 

cereus foi isolada de superfícies de folhas (filoplano), e Bacillus amyloliquefaciens detectado 

em tecidos internos das plantas (Logan; De Vos, 2009). 

Uma das principais características desse gênero é a produção de endósporos que são 

formados intracelularmente e são diferentes das células vegetativas parentais, e possui forma 

circular, ovalada ou cilíndrica em condições aeróbicas, possui refração a luz e são altamente 

resistentes a estresses químicos e físicos que são letais para as células vegetativas (De Vos et 

al., 2009; De Melo; Nascimento; Serra, 2021; Filho et al., 2010; Logan; De Vos, 2009). 

O uso de Bacillus spp. pode levar as plantas a desenvolverem um mecanismo de defesa 

contra estresses abióticos e bióticos, promovendo o fortalecimento da planta que podem ser 

adquiridos ou induzidos indiretamente, além de produzirem metabólitos que fazem parte do 

grupo das fengicina, iturina e surfactina, produzir esporos resistentes e agir no controle de vários 

patógenos (Cawoy et al., 2015; Ongena; Jacques, 2008; Lanna Filho et al., 2010; Yruela, 2015). 

A capacidade de controlar fitopatógenos e produzir esporos ajuda na formulação de produtos 

comerciais, com bom período de prateleira e com resistência às condições de armazenamento 

(Cawoy et al., 2015).    

As bactérias endofíticas do gênero Bacillus possuem uma relação benéfica com sua 

planta hospedeira, que fornece às bactérias os nutrientes necessários para seu desenvolvimento 

e sobrevivência ou vice-versa e, ainda, podem atuar diretamente na planta ao liberar metabólitos 

específicos (Pei et al., 2021). Devido a estas características, essas bactérias são utilizadas como 

agentes de biocontrole de doenças de plantas ou como promotoras de crescimento, podendo ser 

aplicadas de diversas maneiras, seja no solo, no tratamento de sementes, aplicações foliares, 

entre outros métodos (Hallmann et al., 1997; Musson et al., 1995). Rocha et al. (2016) testaram 

vários isolados do gênero Bacillus para o controle de Cff através do tratamento de sementes de 

feijão, observando uma redução da doença. O uso de B. amyloliquefaciens apresentou atividade 

antagonista no controle de Clavibacter michiganensis pv. michiganensis nos testes in vitro e 

em plantas, além de atividade de promoção de crescimento dessas plantas por colonizar a 

rizosfera (Gautam et al., 2019). 
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Outros microrganismos que possuem capacidade de controlar doenças são as bactérias 

simbiontes de nematóides entomopatogênicos (NEPs), dos gêneros Photorhabdus e 

Xenorhabdus, que são associadas aos NEPs dos gêneros Heterorhabditis e Steirnenema, 

respectivamente. Essas bactérias estão presentes no interior do nematoide que, ao entrar no 

hospedeiro, liberam as bactérias na hemocele onde se multiplicam, produzindo toxinas e exo-

enzimas hidrolíticas (Forst; Clarke, 2002). Os metabólitos produzidos pelas bactérias dos NEPs 

possuem muitos compostos bioativos que podem ser utilizados tanto na medicina quanto na 

agricultura, como antibióticos, antimicóticos, inseticidas, nematicidas, antivirais, antiulcerosa 

e antineoplástica (Wang et al., 2011). 

As bactérias dos gêneros Xenorhabdus e Photorhabdus têm capacidade inseticida e 

produzem antibióticos que podem ser utilizados para inibir crescimento de fungos e bactérias, 

mostrando uma grande capacidade para uso agrícola (Webster et al., 2002). Os compostos 

antibióticos do gênero Xenorhabdus foram reportados por vários pesquisadores como 

Xenorhabdins (McInerney et al., 1991a), Xenorcumacinas (McInerney et al., 1991b), 

Xenorxides (Li et al., 1998), Nematophin (Li; Chen; Webster, 1997), Xenematide (Lang et al., 

2008), Szentiamide (Ohlendorf et al., 2011), Xenofuranone A e B (Brachmann et al., 2006), 

Benzylideneacetona (Ji et al.; 2004), Iodinin (Fodor et al., 2008), entre outros. 

As bactérias do gênero Photorhabdus também produzem diversos compostos tais como, 

Antraquinona e Hidroxi-stilibeno (Forst; Nealson,1996), Estilbeno (fitoalexina) (Hu et al., 

1999), Photobactin (Ciche et al., 2003), Carbapenem (Derzelle et al., 2002), Epoxide (Hu et al., 

2006) e Indigoidine (Brachmann et al., 2012). 

O metabólito Nematophin foi utilizado em testes in vitro contra uma série de fungos 

como por exemplo Phytophtora infestans, e em bactérias tais como B. subtilis e 

Straphylococcus aureus, e foi observado que esta substância possui grande atividade 

antimicótica e antibacterida (Li; Chen; Webster, 1997). 

Dreyer et al. (2019) identificaram dois compostos, PAX peptides e xenocoumacin, 

provenientes de uma bactéria isolada Xenhorhabdus khoisanae e observaram que possui alta 

atividade antimicrobiana ao testar com bactérias B. subtilis, Escherichia coli e com o fungo 

Candida albicans. 

Bactérias isoladas do nematoide Photorhabdus luminescens foram testadas para 

controlar o mofo branco da soja em testes in vitro e in vivo, e observaram que diminuiu a 

incidência do fungo em mais de 50% (Shiomi; Ferreira; Melo, 2017). 
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3 OBJETIVOS 

 

Objetivo geral 

 

Avaliar o potencial de Bacillus amyloliquefaciens e metabólito secundário de 

Xenorhabdus szentirmaii para controle de doenças da mancha bacteriana do tomateiro e murcha 

de curtobacterium no feijoeiro 

 

Objetivos específicos 

 

 Avaliar a suscetibilidade de X. euvesicatoria pv. perforans IBSBF 2349 e C. 

falccumfaciens pv. flaccumfaciens IBSBF 1290 frente aos filtrados produzidos pela bactéria X. 

szentirmaii PAM 25 em diferentes concentrações e períodos de crescimento da bactéria no meio 

de cultura por meio de testes in vitro; 

 Avaliar a suscetibilidade de X. euvesicatoria pv. perforans IBSBF 2349 e C. 

falccumfaciens pv. flaccumfaciens IBSBF 1290 frente a bactéria B. amyloliquefaciens IBSBF 

3321 por meio de teste in vitro; 

 Avaliar a ação inibitória de B. amyloquefaciens IBSBF 3321 e do metabólito 

secundário de X. szentirmaii PAM 25 sobre as bactérias fitopatogênicas X. euvesicatoria pv. 

perforans IBSBF 2349 e C. falccumfaciens pv. flaccumfaciens em testes em casa de vegetação 

(in vivo).  

 

4  MATERIAL E MÉTODOS 

 

Os ensaios foram realizados no Laboratório de Bacteriologia Vegetal (LBV) e na 

Unidade Laboratorial de Referência em Controle Biológico (ULRCB), no Centro Avançado de 

Pesquisa e Desenvolvimento em Sanidade Agropecuária (CAPSA) do Instituto Biológico, em 

Campinas, São Paulo. 

 

4.1 Linhagens bacterianas e condições de cultivo 

 

As linhagens de B. amyloliquefaciens IBSBF 3321, Xep IBSBF 2349 e Cff IBSBF 1290, 

cedidas pela Coleção de Culturas de Fitobactérias do Instituto Biológico (IBSBF), Campinas, 
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São Paulo, foram cultivadas em meio Ágar Nutriente (NA) (extrato de carne 3 g; peptona 5 g; 

cloreto de sódio 5 g e ágar 18 g, q.s.p. 1.000 mL) e incubadas a 28ºC por 48 horas.

4.2 Isolamento de bactéria entomopatogênica Xenorhabdus szentirmaii

O isolamento das bactérias simbiontes foi realizado de acordo com Akhurst (1980), a 

partir da hemolinfa de lagartas de Galleria mellonella infectadas com uma suspensão de 1 mL 

dos isolados de nematoides Steirnenema raum PAM 25. Confirmada a morte das lagartas, elas

foram desinfestadas superficialmente com álcool 90% e flambadas. 

Posteriormente, foi efetuado um ferimento na parte frontal da lagarta com auxílio de um 

alfinete entomológico e a hemolinfa foi semeada em placas de Petri contendo meio de cultivo

NBTA (ágar nutriente acrescido de 25 mg de azul de bromotimol; 40 mg de cloreto de trifenil-

tetrazólio; água destilada q.s.p. 1.000 mL). As placas foram mantidas em câmara de germinação

no escuro a 28 °C, por 48 a 72 horas (Figura 3).

Figura 3 Esquema da metodologia de isolamento da bactéria entomopatogênica Xenorhabdus szentirmaii PAM 
25
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4.3 Crescimento bacteriano e obtenção do metabólito secundário de X. 

szentirmaii PAM 25

Para obtenção dos metabólitos, seguiu-se a metodologia de Cimen et al. (2021). Uma 

única colônia isolada da bactéria X. szentirmaii produtora do metabólito secundário PAM 25, 

em fase I, foi coletada e adicionada em garrafa tipo Schott de capacidade 1 L contendo 500 mL 

de meio BHI Merck®, com incubação a 30ºC, por seis e nove dias seguindo a metodologia de 

Chacón-Orozco et al. (2020), sob agitação de 150 rpm. Decorridos esses períodos, o caldo

bacteriano foi centrifugado a 4°C por 15 min a 11.000 rpm e o sobrenadante foi filtrado em 

filtro Millipore® de 0,22 µm com auxílio de uma bomba à vácuo visando a obtenção dos 

metabólitos secundários livres de células bacterianas. Os filtrados foram utilizados em seguida 

para os testes de inibição de crescimento das fitobactérias selecionadas (Figura 4).

Figura 4 Esquema da metodologia do crescimento bacteriano e obtenção do metabólito secundário de 
Xenorhabdus szentirmaii PAM 25
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4.4 Avaliação da atividade antimicrobiana do metabólito secundário de 

Xenorhabdus szentirmaii PAM 25 

 

A atividade antimicrobiana do metabólito secundário de X. szentirmaii PAM 25 obtidos 

foi avaliada por meio da medida do halo de inibição de crescimento das diferentes espécies de 

bactérias fitopatogênicas de importância agrícola de acordo com Chacón-Orozco et al. (2020) 

com adaptações e Motoyama et al. (2003). 

As fitobactérias foram semeadas em placas de Petri contendo meio de cultivo NA e 

incubadas em estufa a 28 ºC por 48 h. Em seguida, foi efetuada uma suspensão bacteriana em 

microtubos de 2 mL contendo 1 mL de água destilada autoclavada e agitada em Vortex para 

dissolução das células. Após a agitação, uma alíquota de 100 µL foi semeada em uma placa de 

Petri contendo o mesmo meio de cultivo com o auxílio de uma alça de Drigalski. Após a 

secagem das suspensões, três discos de antibiograma (Laborclin®) de 0,6 cm de diâmetro foram 

adicionados em pontos equidistantes e, posteriormente, embebidos com uma alíquota de 20 µL 

do filtrado da bactéria simbionte isoladas dos NEPs. As placas foram incubadas a 28ºC e após 

48 h foi realizada a avaliação por meio da medida do halo de inibição de crescimento realizada 

com o auxílio de uma régua. Esse experimento foi realizado em dois períodos diferentes de 

crescimento da bactéria simbionte, com seis e nove dias de incubação. A atividade 

antimicrobiana também foi avaliada em diferentes concentrações dos metabólitos: 10, 20, 30, 

40 e 50%, com diluição em água destilada esterilizada (Figura 5). 
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4.5 Avaliação do efeito antagonista da linhagem de Bacillus amyloliquefaciens 

IBSBF 3321 sobre o crescimento de Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans IBSBF 2349

e Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens IBSBF 1290

A atividade antibacteriana também foi testada com a linhagem de Bacillus 

amyloliquefaciens IBSBF 3321 de acordo com a metodologia de Gautam et al. (2019). O 

experimento foi realizado de maneira semelhante aos anteriores, mas com algumas 

modificações: ao invés da utilização de discos de antibiograma, a linhagem de Bacillus foi 

inoculada no meio de cultivo por pontos (3 pontos) com auxílio da ponta reta de uma alça 

descartável. As placas foram incubadas a 28ºC e após 48 horas foi realizada a medição dos 

halos de inibição de crescimento (Figura 6).

Figura 5 Esquema da metodologia da avaliação da atividade antimicrobiana do metabólito secundário de 
Xenorhabdus szentirmaii PAM 25
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4.6 Avaliação em casa de vegetação da ação inibitória do metabólito secundário 

de Xenorhabdus szentirmaii PAM 25 e do isolado de Bacillus amyloliquefaciens IBSBF 

3321 no patossistema tomateiro x Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans IBSBF 2349

Foram testadas as variedades Colt®, Santa Clara, Ravena® e tomate rasteiro cultivar 

Petomech VF 1 & 2, obtidas inicialmente por meio de plantio em sementeira. Quando as mudas 

atingiram o primeiro par de folhas, elas foram transplantadas em vasos de 2,1 L, contendo 

somente substrato orgânico Biomix®. A partir do momento em que as plantas apresentaram 

aproximadamente quatro pares de folhas verdadeiras ou tamanho de 40 a 50 cm de altura, foi 

realizada uma câmara úmida com a utilização de saco plástico contendo um pouco de água para 

cobrir a planta e fechado com elástico por 24 h antes da inoculação, visando abertura dos 

estômatos. Após este período, o plástico foi retirado e 15 mL dos diferentes tratamentos foram 

aplicados na planta com auxílio de um borrifador como ação preventiva: 

1) linhagem de B. amyloliquefaciens IBSBF 3321 na concentração de 108 UFC.mL-1;

2) metabólito secundário de X. szentirmaii PAM 25 na concentração de 100%;

3) produto biológico comercial composto por linhagem B. subitilis QST713 na 

concentração de 2 L.ha-1;

4) produto químico com o princípio ativo fluazinam (fungicida) na concentração de 1 

L.ha -1 e;

Figura 6 - Esquema da metadologia da avaliação do efeito antagonista da linhagem de Bacillus amyloliquefaciens
IBSBF 3321 sobre o crescimento de Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans IBSBF 2349 e Curtobacterium
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens IBSBF 1290
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5) fungicida oxicloreto de cobre na concentração de 3 kg.ha-1 (500g.kg-1 de ingrediente 

ativo). 

As concentrações dos três últimos produtos comerciais foram calculadas conforme as 

recomendações dos fabricantes e foram incluídos no estudo para comparação de performance, 

uma vez que são amplamente utilizados pelos produtores no campo.  

Após a aplicação preventiva, o saco plástico foi recolocado por 24 h e, passado esse 

período, as plantas foram inoculadas com Xep IBSBF 2349 na concentração de 108 UFC. mL-

1. Em seguida, os plásticos foram novamente colocados por mais 24 h.  

A inoculação de Xep foi realizada por dois métodos diferentes: 

1) Ferimento de acordo com Rodrigues et al. (2017) com modificações. Nesse caso, as 

folhas mais jovens foram lesionadas na face abaxial, com o auxílio de uma rolha 

contendo um pedaço de lixa na ponta (procedimento tipo mata-borrão). Em seguida, 

15 mL de cada produto foi aplicado por aspersão com o auxílio de um borrifador até 

ponto de escorrimento.  

2) Aspersão de uma suspensão de 15 mL da fitobactéria na concentração de 108 UFC. 

mL-1, ajustada pela escala de Mc Farland. 

Nos testes iniciais com as cultivares de tomate Colt e tomate rasteiro Petomech VF 1 & 

2 foi utilizada a metodologia de ferimento (Figura 7A), entretanto, nos testes subsequentes 

optou-se pela metodologia de aspersão sem ferimentos prévios, por ser mais próxima à condição 

de campo (Figura 7B). No controle negativo foi realizada aspersão com água destilada e no 

controle positivo, inoculação com a fitobactéria. 
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A avaliação dos sintomas da doença foi efetuada sete dias após a inoculação (D.A.I.) 

para os ensaios com ferimentos e, a partir de dez dias para os testes realizados por aspersão. As 

avaliações seguiram a escala diagramática elaborada por Duan et al. (2015).

Figura 7 - Esquema do teste de patogenicidade em casa de vegetação para avaliação da ação inibitória do metabólito secundário 
de Xenorhabdus szentirmaii PAM 25 e do isolado de Bacillus amyloliquefaciens IBSBF 3321 no patossistema tomateiro x 
Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans IBSBF 2349: (A) método por ferimento e (B) método por aspersão.

A

B
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Os ensaios foram conduzidos em delineamento experimental de blocos casualizados, 

com seis e sete repetições por tratamento, mantendo-se somente uma planta por vaso. Os 

experimentos com as cultivares Ravena e Santa Clara foram realizados em três períodos 

diferentes, nos meses de março, junho e novembro, enquanto que com as cultivares Colt e 

tomate rasteiro Petomech VF 1 & 2 em apenas um período. 

 

4.7 Avaliação em casa de vegetação da ação inibitória do metabólito secundário 

de Xenorhabdus szentirmaii PAM 25 e do isolado de Bacillus amyloliquefaciens IBSBF 

3321 no patossistema feijoeiro x Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens 

 

Nos experimentos com o feijão foi utilizada a cultivar IAC 1850, considerada suscetível 

à Cff, e foram realizados tratamentos nas sementes de acordo com a metodologia descrita por 

Huang et al. (2007) com modificações. As sementes foram desinfestadas em uma solução de 

hipoclorito de sódio a 5% por 10 minutos. Em seguida, foram lavadas duas vezes em água 

destilada esterilizada e, as sementes foram imersas nas suspensões dos diferentes tratamentos 

de B. amyloliquefaciens IBSBF 3321 na concentração de 108 UFC.mL-1, produto biológico 

comercial B. subitilis QST713, metabólito secundário de X. szentirmaii PAM 25 diluído em 

Fonte: Duan et al. (2015) 

Figura 8 - Escala diagramática utilizada para avaliação da severidade da doença causada por Xanthomonas 
euvesicatoria pv. perforans em folhas de tomateiro. Os valores representam a área foliar doente em porcentagem 
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33% de acordo com Chacón-Orozco (2020) e produto químico tiofanato  metílico com 

fluazinam por 1 hora sob agitação a 250 RPM em temperatura ambiente. Em seguida, as 

sementes foram semeadas em vasos de 2,1 L contendo substrato orgânico Biomix®, colocando-

se quatro sementes por vaso, sendo que após a germinação foi mantida somente uma planta. 

Quando as plantas atingiram o estágio de V2, foi realizada outra aplicação dos tratamentos, 

através da irrigação das raízes, seguindo-se a metodologia de Sun et al. (2023) com 

modificações. O substrato foi removido das raízes e em seguida realizou-se um ferimento com 

o auxílio de uma faca, visando facilitar a entrada de cada produto e, posteriormente, aplicou-se 

uma quantidade de 5 mL por planta da suspensão utilizada em cada tratamento. No tratamento 

com B. amyloliquefaciens IBSBF 3321 utilizou-se uma suspensão em água destilada 

autoclavada na concentração de 108 UFC.mL-1 e, para o produto químico fluazinam empregou-

se a concentração de 1,5 L ha-1. Após sete dias da aplicação, foi realizada a inoculação do 

fitopatógeno, no qual removeu-se o substrato das raízes e foi adicionada uma suspensão de 5 

mL por planta também na concentração de 108 UFC.mL-1 da fitobactéria. O experimento contou 

com seis diferentes tratamentos com sete repetições cada, sendo uma planta por vaso 

considerada como uma repetição (Figura 9). 
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Os ensaios foram realizados em blocos casualizados, os sintomas da doença observados 

aos 20, 25 e 30 dias após a inoculação da fitobactéria e avaliados de acordo com a escala 

utilizada por Maringoni (2002), onde 0 = sem sintomas de doença; 1 = sintoma de mosaico nas 

folhas; 2 = poucas folhas murchas (1 a 3 folhas, menos de 10% das folhas da planta); 5 = 

aproximadamente 25 % de folhas apresentam murchas e amarelecimento; 7 = aproximadamente 

50% de folhas murchas, amarelecimento e necrose de folíolos, plantas com nanismo; 9 = 

aproximadamente 75% ou mais de folhas com murcha e/ou necrose, queda prematura de folhas, 

nanismo severo e ou morte da planta.

Através da utilização das médias obtidas nas avaliações da gravidade da doença, foi 

calculada a área abaixo da curva de progresso da doença (AACPD) (Shaner; Finney, 1997) e, 

em seguida, as AACPDs foram comparadas através do teste estatístico de Scott-Knott a 5% de 

probabilidade.

Figura 9 - Esquema do teste de patogenicidade em casa de vegetação para avaliação da ação inibitória do 
metabólito secundário de Xenorhabdus szentirmaii PAM 25 e do isolado de Bacillus amyloliquefaciens IBSBF 
3321 no patossistema feijoeiro x Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens IBSBF 1290
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4.8 Análise estatística 

 

O programa estatístico utilizado foi o SISVAR 5.6 (Ferreira, 2019). O teste empregado 

para comparação das médias dos tratamentos foi de Scott-Knot a 5% de probabilidade. 

5 RESULTADOS  

 

5.1 Avaliação da atividade antimicrobiana dos metabólitos secundários de 

Xenorhabdus szerntirmaii PAM 25 

 

O filtrado do metabólito secundário de X. szentirmaii PAM 25 sem diluição causou 

halos de inibição de medidas diferentes entre as linhagens de bactérias fitopatogênicas testadas, 

com destaque para redução de crescimento da linhagem de Cff IBSBF 1290. A partir destes 

resultados, foi realizada uma comparação do halo de inibição em relação ao período de 

crescimento de X. szentirmaii produtora do metabólito secundário PAM 25 no meio de cultura 

aos seis ou nove dias e com a presença (cultura líquida) ou não (filtrado) das células bacterianas 

(Tabela 1, Figura 10). 

 
Tabela 1 - Avaliação do tamanho do halo de inibição de crescimento (centímetros) das fitobactérias produzido 
pela cultura líquida (não filtrado) e filtrado do metabólito Xenhorhabdus szentirmaii PAM 25 após crescimento 
do mesmo em seis dias e nove dias  

 

 
As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si, segundo teste de Scott  Knott 
a 5% de significância 

 

Os ensaios com a cultura líquida do metabólito secundário de X. szentirmaii PAM 25, 

após seis dias de crescimento contra a linhagem de Cff IBSBF 1290 resultaram em halos de 

inibição de tamanhos muito próximos aos observados com o filtrado, sendo o melhor resultado 

obtido (Figura 11). 

 

 

 

Tratamentos 

PAM 25  
(6 dias) 
Filtrado 

PAM 25  
(6 dias) 
Cultura 
líquida 

PAM 25  
(9 dias) 
Filtrado 

PAM 25  
(9 dias)
Cultura 
líquida

Cff 1,37 A 1,65 A 0 1,67 A 

Xep 0,31 B 0,82 B 0 0,80 B 
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Figura 10 - Halos de inibição de crescimento das fitobactérias formados pela adição do filtrado do metabólito 
secundário de Xenorhabdus szentirmaii PAM 25 após seis dias de crescimento, frente às linhagens de (A) 
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens IBSBF 1290 e (B) Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans
IBSBF 2349.

Figura 11 - Halos de inibição de crescimento das fitobactérias formados pela adição da cultura líquida do 
metabólito secundário de Xenorhabdus szentirmaii PAM 25 após seis dias de crescimento, frente às linhagens de
(A) Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens IBSBF 1290 e (B) Xanthomonas euvesicatoria pv. 
perforans IBSBF 2349.

Com relação ao crescimento da bactéria X. szentirmaii por nove dias, halos de inibição 

foram observados somente na presença das células bacterianas, com resultados semelhantes aos 

registrados com crescimento bacteriano por um período de seis dias para as espécies Cff IBSBF 

1290 e Xep IBSBF 2349 (Figura 12). Cabe salientar que na presença do filtrado e crescimento 

de nove dias não foram observados halos de inibição contra nenhuma das fitobactérias 

A B

Fonte: Macedo, 2023

A B

Fonte: Macedo, 2020
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avaliadas. Ou seja, um maior tempo de crescimento da célula bacteriana não resultou em 

aumento do tamanho do halo.

A partir dos resultados obtidos decidiu-se testar diferentes concentrações (10, 20, 30, 40 

e 50%) dos extratos brutos de PAM 25 contra as linhagens de Cff IBSBF 1290 e Xep IBSBF 

2349. Os melhores resultados de inibição foram observados na concentração de 50% com 

observação de halos com 1,28 cm contra a linhagem de Cff IBSBF 1290. Não foi verificada 

diferença significativa entre os halos observados para Xep IBSBF 2349 (0,10 a 0,21 cm) 

(Tabela 2).

Fonte: Macedo, 2023

A B

Figura 12 - Halos de inibição de crescimento das fitobactérias formados pela adição da cultura líquida do metabólito 
secundário de Xenorhabdus szentirmaii PAM 25 após nove dias de crescimento, frente às linhagens de (A) 
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens IBSBF 1290 e (B) Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans
IBSBF 2349
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Tabela 2 - Avaliação dos halos de inibição de crescimento, em centímetros, de C. flaccumfaciens pv. 
flaccumfaciens IBSBF 1290 e para X. euvesicatoria pv. perforans IBSBF 2349, utilizando-se diferentes 
concentrações do extrato filtrados de PAM 25. 

 

Linhagens 
Concentração 

(%) 
Halo 
(cm) 

Controle  0 
Cff 10 0,63 B 
 20 0,75 B 
 30 0,92 B 
 40 1,22 A 
 50 1,28 A 
   
Xep 10 0,1 A 
 20 0,13 A 
 30 0,14 A 
 40 0,18 A 
 50 0,21 A 

 
As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si, segundo teste de Scott  Knott a 5% 
de significância. 
 
 
 

5.2 Avaliação da ação inibitória in vitro da linhagem de Bacillus 

amyloliquefaciens IBSBF 3321 sobre o crescimento de fitobactérias 

 

Nos testes in vitro da ação inibitória da linha de B. amyloliquefaciens IBSBF 3321 sobre 

as fitobactérias, o maior halo foi observado em Xep IBSBF 2349, diferindo significativamente 

da linhagem de Cff IBSBF 1290 (Tabela 3, Figura 13). 

 

Tabela 3 - Avaliação do tamanho do halo de inibição de crescimento (em centímetros) produzido pela linhagem 
de B. amyloliquefaciens IBSBF 3321 frente à C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Cff) IBSBF 1290 e X. 
euvesicatoria pv. perforans (Xep) IBSBF 2349. 

 

Tratamento Média 

Controle 0  

Cff  1,76 A 

Xep  2,38 B 

 
As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si, segundo teste de Scott-Knott a 5% de 
significância. 
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Figura 13 - Halos de inibição formados pelo Bacillus amyloliquefaciens IBSBF 3321, sobre as linhagens de (A) 
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens IBSBF 1290 e (B) Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans 
IBSBF 2349

O resultado do ensaio, com halo de inibição de 2,38 cm sobre Xep IBSBF 2349 (Figura 

13B), mostrou que a linhagem de B. amyloliquefaciens IBSBF 3321 possui capacidade 

antibacteriana.

5.3 Avaliação da ação inibitória dos metabólitos secundários de Xenorhabdus 

szerntirmaii PAM 25 e da linhagem de Bacillus amyloliquefaciens IBSBF 3321 no 

patossistema tomateiro x Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans

Os resultados obtidos nos ensaios com a variedade de tomate Colt mostraram que o 

produto comercial com B. subtilis QST 713 reduziu a severidade da doença em 30,30%, seguido 

pelos tratamentos de B. amyloliquefaciens IBSBF 3321 e metabólito secundário de X. 

szentirmaii PAM 25, com 29,97% e 24,92%, respectivamente, não sendo observadas diferenças 

estatísticas entre esses (Tabela 4, Figura 14).

Os tratamentos com uma segunda aplicação do B. subitilis QST713 e do B. 

amyloliquefaciens IBSBF 3321, após sete dias da inoculação do patógeno, resultou em redução 

da severidade em apenas 8% e 0,33% respectivamente. No tratamento com a segunda aplicação 

do metabólito secundário de X. szentirmaii PAM 25 não foi verificada redução da severidade.

Fonte: Macedo, 2023

A B
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Tabela 4 Avaliação das porcentagens de severidade e redução da mancha bacteriana do tomateiro utilizando-se 
a cultivar Colt pelo método de abrasão em casa de vegetação com os tratamentos Bacillus amyloliquefaciens
IBSBF 3321, metabólito secundário Xenorhabdus szentirmaii PAM 25, Bacillus subitilis QST713; segunda 
inoculação 7 D.A.I com Bacillus amyloliquefaciens IBSBF 3321, PAM 25, Bacillus subitilis QST713. 

Tratamentos
Severidade 

(%)
Redução (%)

Controle negativo 0 0
Xep 61,87 B -
Xep + B. amyloliquefaciens IBSBF 3321 43,33 A 29,97

Xep + B. amyloliquefaciens IBSBF 3321 7 D.A.I. 61,66 B 0,33
Xep + PAM 25 46,45 A 24,92
Xep + PAM 25 7 D.A.I. 70,00 B -
Xep + B. subitilis QST713 43,12 A 30,30
Xep + B. subtilis QST713 7 D.A.I 56,66 B 8,00

As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si, segundo teste de Scott-Knott a 5% 
de significância

A B C D

E F G H

Fonte: Macedo, 2022

Figura 14 - Experimento com a cultivar de tomate Colt com inoculação pelo método de abrasão com os diferentes tratamentos 
sendo que todas as plantas foram previamente inoculadas com Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans. (A) Controle 
negativo, (B) Controle positivo Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans IBSBF 2349, (C) Bacillus amyloliquefaciens
IBSBF 3321, (D) metabólito secundário Xenorhabdus szentirmaii PAM 25, (E) Bacillus subitilis QST713; segunda 
inoculação 7 D.A.I com (F) Bacillus amyloliquefaciens IBSBF 3321, (G) PAM 25, (H) Bacillus subitilis QST713, seguindo 
a escala diagramática de Duan et al. (2015).
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No experimento com a cultivar de tomate rasteiro Petomech VF 1 & 2, o produto 

químico oxicloreto de cobre foi o que apresentou a menor taxa de redução da doença, com 

apenas 18,21%, enquanto que no tratamento com fluazinam a redução foi de 71,12% (Tabela 

5, Figura 15). 

 

Tabela 5 - Avaliação das porcentagens de severidade e redução da mancha bacteriana do tomateiro utilizando-se 
a cultivar tomate rasteiro Petomech VF 1 & 2 pelo método de abrasão em casa de vegetação com os tratamentos 
Bacillus amyloliquefaciens IBSBF 3321, cultura líquida do metabólito secundário Xenorhabdus szentirmaii PAM 
25, filtrado do metabólito secundário Xenorhabdus szentirmaii PAM 25, Bacillus subitilis QST713, Fluazinam e 
Oxicloreto de Cobre. 

 

Tratamentos Severidade (%) Redução (%) 
Controle negativo 0  0 
Xep 53,75 A - 
Xep + B. amyloliquefaciens IBSBF 3321 29,16 B 45,73 
Xep + PAM 25 cultura líquida 35,83 B 33,33 
Xep + PAM 25 filtrado  31,79 B  39,92 
Xep + B. subitilis QST713 45 C  16,27 
Xep + Fluazinam 15,52 D 71,12 
Xep + Oxicloreto de Cobre  43,95 C  18,21 

 
As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si, segundo teste de Scott-Knott a 5% 
de significância. 
 

Nos tratamentos com o uso de agentes biológicos, os valores de redução da severidade 

da doença foram de 45,73% para a linhagem de B. amyloliquefaciens IBSBF 3321, 33,33% 

(cultura líquida) e 39,72% (filtrado) para o metabólito secundário de X. szentirmaii PAM 25 e 

de 16,27% para o produto comercial B. subtilis QST713 (Tabela 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



47

No primeiro experimento efetuado no mês de março com a cultivar Ravena, o melhor 

resultado de redução da severidade foi obtido no tratamento com o produto químico fluazinam

com 85,30%. Os tratamentos com os microrgansimos B. amyloliquefaciens IBSBF 3321 e B. 

subtilis QST713 não diferiram entre si estatisticamente, com redução de severidade de 45,98% 

e 34,67%, respectivamente. O tratamento com o metabólito secundário de X. szentirmaii PAM 

25 não apresentou diferença estatística significativa com relação ao controle positivo (Xep

IBSBF 2349) apresentando um valor de severidade da doença de 9,47% (Tabela 6, Figura 16).

A B C D

E F G H

Figura 15 - Experimento com a variedade de tomate rasteiro Petomech VF 1 & 2 pelo método de abrasão com os diferentes 
tratamentos aplicados preventivamente e posteriormente inoculadas com Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans IBSBF 2349. 
(A) Controle negativo, (B) Controle positivo Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans IBSBF 2349, (C) Bacillus 
amyloliquefaciens IBSBF 3321, (D) metabólito secundário Xenorhabdus szentirmaii PAM 25, (E) metabólito secundário 
Xenorhabdus szentirmaii PAM 25 filtrado, (F) Bacillus subitilis QST713, (G) Fluazinam, (H) Oxicloreto de cobre, seguindo a 
escala diagramática de Duan et al. (2015).

Fonte: Macedo, 2022
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Tabela 6 - Avaliação das porcentagens de severidade e redução da mancha bacteriana do tomateiro utilizando-se 
a cultivar tomate Ravena pelo método de aspersão em casa de vegetação nos meses de março, junho e novembro 
com os seguintes tratamentos: Bacillus amyloliquefaciens IBSBF 3321, cultura líquida do metabólito secundário 
Xenorhabdus szentirmaii PAM 25, Bacillus subitilis QST713 e Fluazinam.  

 

Tratamentos 
Março Junho Novembro

Severidade 
(%) 

Redução 
(%) 

Severidade 
(%) 

Redução 
(%) 

Severidade 
(%) 

Redução 
(%) 

Controle negativo 0  0 0  0 0  0 
Xep 8,45 C 0 30,00 D 0 33,66 D 0 
Xep + B. amyloliquefaciens 4,56 B 45,98 11,33 B 62,23 9,72 B 71,11 
Xep + PAM 25  9,87 C - 22,76 C 24,10 18,66 C 44,56 
Xep + B. subitilis QST713 5,51 B 34,67 15,13 B 49,55 14,90 C 55,72 
Xep + Fluazinam 1,24 A 85,30 5,25 A 82,50 2,43 A 92,77 

 
As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si, segundo teste de Scott-Knott a 5% de 
significância. 

 

No segundo experimento, no mês de junho, os valores de severidade aumentaram para 

30% para o controle positivo Xep IBSBF 2349, que se diferenciou estatisticamente aos demais 

tratamentos: cultura líquida PAM 25 com 22,76%, produto biológico comercial B. subtilis 

QST713 com 15,13%, Bacillus IBSBF 3321 com 11,33% e fluazinam, que se diferiu 

estatisticamente dos demais com 5,25%. Cabe ressaltar que no tratamento com o produto 

químico comercial fluazinam a redução da severidade da doença foi de 82,50%, seguida pelo 

tratamento Bacillus IBSBF 3321 com 62,23%, e o produto B. subtilis QST713 com 49,55%. A 

cultura líquida de PAM 25 apresentou menor efeito de redução da severidade da mancha 

bacteriana, com 24,10%. 

No terceiro experimento, realizado no mês de novembro, a severidade da doença no 

controle positivo Xep IBSBF 2349 aumentou para 33,66%. Observou-se um aumento da 

redução da severidade da doença nos tratamentos em que foram utilizados produtos de origem 

biológica, com destaque para os tratamentos com o Bacillus amyloliquefaciens IBSBF 3321 

com 71,11%, seguido do B. subtilis QST713 com 55,72%, e o PAM 25 com 44,56%. No 

tratamento com o produto químico fluazinam a redução da severidade foi de 92,77% (Tabela 

6). 
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Com relação aos ensaios com a variedade Santa Clara, no experimento realizado no mês 

de março, o tratamento com o PAM 25 diferiu estatisticamente de todos os outros tratamentos 

ao apresentar o maior valor de severidade, com 18,08%, indicando uma possível toxidez do 

produto. Os demais tratamentos não diferiram entre si, sendo que a maior porcentagem de 

redução da doença foi observada no tratamento com o produto químico comercial fluazinam

com 93,48%, seguido pelos tratamentos com Bacillus IBSBF 3321, 51,04%, e B. subtilis

QST713 com 12,44% (Tabela 7, Figura 17).

A B C

D E F

Fonte: Macedo, 2023

D

Figura 16 - Experimento com a variedade de tomate Ravena com inoculação pelo método de aspersão com 
Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans, sendo que todas as plantas foram previamente inoculadas com (A) 
Controle negativo, (B) Controle positivo Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans IBSBF 2349, (C) Bacillus 
amyloliquefaciens IBSBF 3321, (D) Bacillus subitilis QST713, (E) metabólito secundário Xenorhabdus 
szentirmaii PAM 25 PAM 25, (F) Fluazinam, seguindo a escala diagramática de Duan et al. (2015).
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Tabela 7 - Avaliação das porcentagens de severidade e redução da mancha bacteriana do tomateiro utilizando-se 
a cultivar tomate Santa Clara pelo método de aspersão em casa de vegetação nos meses de março, junho e 
novembro de 2023 com os seguintes tratamentos: Bacillus amyloliquefaciens IBSBF 3321, cultura líquida do 
metabólito secundário Xenorhabdus szentirmaii PAM 25, Bacillus subitilis QST713 e Fluazinam.   
  
 

As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si, segundo teste de Scott-Knott a 5% 
de significância 
 

Nos ensaios realizados no mês de junho, verificou-se que o valor de severidade no 

tratamento controle positivo foi de 18,94%, diferindo estatisticamente dos demais tratamentos, 

com 8,45% para os tratamentos com B. amyloliquefaciens IBSBF 3321, B. subtilis QST713 

valor de 11,66% e, para o tratamento com o metabólito secundário de X. szentirmaii PAM 25 

com 9,66% e de apenas 2,76% para o tratamento com o produto químico fluazinam (Tabela 7).  

No terceiro experimento, realizado no mês de novembro, o maior valor de severidade 

foi observado no tratamento com Xep IBSF 2349 (nota 29,10%) seguido pelos tratamentos com 

PAM 25 (nota 15,84%) e B. subtilis QST713 (nota 12%), não sendo observada diferença 

significativa entre eles. Excetuando-se o melhor resultado de redução no tratamento com o 

produto químico fluazinam (1,49%), o melhor resultado foi verificado no tratamento com o B. 

amyloliquefaciens IBSBF 3321 com 6,56% (Tabela 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tratamento 
Março Junho Novembro

Severidade 
(%) 

Redução 
(%) 

Severidade 
(%) 

Redução 
(%) 

Severidade 
(%) 

Redução 
(%)

Controle negativo 0  0 0  0 0  0
Xep 7,68 B 0 18,94 C 0 29,10 C 0
Xep + B. amyloliquefaciens 3,76 B 51,04 8,45 B 55,37 6,56 A 77,45
Xep + PAM 25  18,08 C - 9,66 B 38,42 15,84 B 45,55
Xep + B. subitilis QST713 6,72 B 12,44 11,66 B 49,01 12,00 B 58,74
Xep + Fluazinam 0,5 A 93,48 2,76 A 85,39 1,49 A 94,87
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Ao comparar as avaliações com relação aos meses de realização dos experimentos

(março, junho e novembro) com as cultivares Ravena e Santa Clara, verificou-se valores de 

severidade maiores nos ensaios realizados nos meses de junho e novembro, ao mesmo tempo 

em que a redução da severidade também foi maior, principalmente para o tratamento com o 

A B C

ED F

Fonte: Macedo, 2023

Figura 17 - Experimento com a variedade de tomate Santa Clara com inoculação pelo método de aspersão com 
Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans, sendo que todas as plantas foram previamente inoculadas com (A) 
Controle negativo, (B) Controle positivo Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans IBSBF 2349, (C) Bacillus 
amyloliquefaciens IBSBF 3321, (D) Bacillus subitilis QST713, (E) metabólito secundário Xenorhabdus 
szentirmaii PAM 25, (F) Fluazinam, seguindo a escala diagramática de Duan et al. (2015).
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produto químico fluazinam, resultando em um menor avanço da doença, mostrando uma 

capacidade de ação do fungicida em relação ao seu uso em bactérias.  

Com relação aos tratamentos com o uso de microrganismos entre os isolados B. 

amyloliquefaciens IBSBF 3321 e B. subitilis QST713, o primeiro apresentou um potencial 

como agente de controle da mancha bacteriana do tomateiro devido a maior porcentagem de 

redução da severidade da doença em todos os experimentos realizados com as cultivares de 

tomate Ravena e Santa Clara, podendo ser utilizado como uma alternativa ao controle químico 

para a doença.  

O metabólito secundário de X. szentirmaii PAM 25 apresentou redução da severidade 

da mancha bacteriana do tomateiro nos ensaios realizados.  

Para uma melhor análise de todos os resultados obtidos nos diferentes ensaios realizados 

em casa de vegetação, a Tabela 8 apresenta um resumo dos dados obtidos com as variedades 

de tomate avaliadas e tratamentos realizados.
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5.4 Avaliação em casa de vegetação (in vivo) da ação inibitória do metabólito PAM 25 

e da linhagem de Bacillus amyloliquefaciens IBSBF 3321 no patossistema feijoeiro x

Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens  

 

No primeiro ensaio, os tratamentos realizados com o metabólito secundário de X. 

szentirmaii PAM 25, seguido por B. amyloliquefaciens IBSBF 3321, apresentaram valores de 

AACPD de 36,07 e 35 respectivamente, enquanto que o tratamento com o produto químico 

comercial fluazinam resultou em uma AACPD de 41,78 (Tabela 9, Figura 18). 

 

Tabela 9  Área Abaixo da Curva do Progresso da Doença (AACPD) dos três experimentos realizados para o 
controle de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens IBSBF 1290 no feijoeiro IAC 1850 em casa de 
vegetação nos meses de março, maio e junho de 2024 com os seguintes tratamentos: Bacillus amyloliquefaciens 
IBSBF 3321, cultura líquida do metabólito secundário Xenorhabdus szentirmaii PAM 25, Bacillus subitilis 
QST713 e Fluazinam. 

 

Tratamento Redução 
(%) * 

AACPD 
Experimento 1  

AACPD 
Experimento 2 

AACPD
Experimento 3 

Controle negativo 0 0  0  0  
Cff  - 58,21 B 63,07 B 58,92 B
Cff + B. amyloliquefaciens IBSBF 3321 30 35,00 A 40,71 A 38,57 A
Cff + B. subtilis QST713 27,5 48,92 B 37,14 A 37,85 A
Cff + PAM 25 38 36,07 A 33,92 A 27,85 A
Cff + Fluazinam 89 41,78 A 30,00 A 37,85 A

 
As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si, segundo teste de Scott-Knott a 5% 
de significância 
* Porcentagem de redução dos sintomas da doença calculadas a partir da média dos três experimentos 

 

Nas avaliações efetuadas aos 25 DAI seguindo a escala diagramática de Maringoni et 

al. (2002), os tratamentos realizados com o metabólito secundário de X. szentirmaii PAM 25 e 

com a linhagem de B. amyloliquefaciens IBSBF 3321 resultaram em nota 4 na escala da 

evolução dos sintomas da doença, e aos 30 DAI as notas aumentaram para aproximadamente 

6. Nos tratamentos com os produtos comerciais (fluazinam e B. subitilis QST 713), as notas 

foram de aproximadamente 5 aos 25 DAI e de aproximadamente 7 para o agente biológico aos 

30 DAI. O produto fluazinam manteve a mesma nota 5 aos 30 DAI (Gráfico 1). 
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Obs: As letras indicam o resultado do teste estatístico de Scott-Knott a 5% de significância (Tabela 9)

Gráfico 1 - Evolução dos sintomas causados por Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens IBSBF 1290, 
realizado no Experimento 1 com leituras aos 20, 25 e 30 dias após a inoculação da fitobactéria nos tratamentos 
com Bacillus amyloliquefaciens IBSBF 3321, Bacillus subtilis QST713, metabólito PAM 25 e fluazinam,
utilizando a escala diagramática de acordo com Maringoni (2002).

B

B

A
A
A
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No segundo experimento, realizado no mês de maio, verificou-se uma diferença 

estatisticamente significativa na AACPD entre os diferentes tratamentos. Especificamente, os 

tratamentos que utilizaram B. amyloliquefaciens IBSBF 3321, B. subtilis QST713, o metabólito 

A B C 

D E F 

Fonte: Macedo, 2024 

Figura 18 - Experimento em feijoeiro com inoculação nas raízes com Curtobacterium flaccumfaciens pv. 
flaccumfaciens IBSBF 1290, realizado no mês de março. (A) Testemunha, (B) Controle positivo Curtobacterium
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens IBSBF 1290, (C) Bacillus amyloliquefaciens IBSBF 3321, (D) Bacillus subtilis
QST713, (E) metabólito PAM 25, (F) Fluazinam. 
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PAM 25 e o fungicida fluazinam mostraram uma redução significativa na área abaixo da curva 

quando comparados ao tratamento de controle positivo, que utilizou C. flaccumfaciens pv. 

flaccumfaciens IBSBF 1290 (Tabela 9).

O metabólito PAM 25 apresentou a menor área abaixo da curva do progresso da doença

a partir dos 20 dias após a inoculação (D.A.I.), seguido do tratamento químico fluazinam, B. 

subitilis QST713 e do B. amyloliquefaciens IBSBF 3321 (Gráfico 2). 

Durante o experimento, os tratamentos com B. amyloliquefaciens IBSBF 3321, B. 

subtilis QST713, metabólito PAM 25 e fluazinam mantiveram uma área abaixo da curva de 

progresso da doença menor, apresentando as notas de severidade muito próximas entre esses 

tratamentos. No entanto, o produto químico fluazinam apresentou uma leve evolução da 

severidade da doença superior aos outros, mesmo sem diferenças estatísticas significativas entre 

os tratamentos.

No terceiro experimento, realizado no mês de junho, o comportamento dos tratamentos 

com B. amyloliquefaciens IBSBF 3321, B. subtilis QST713, o metabólito PAM 25 e o fungicida 

Gráfico 2 - Evolução dos sintomas causados por Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens IBSBF 1290, 
realizado no Experimento 2 com leituras aos 20, 25 e 30 dias após a inoculação da fitobactéria nos tratamentos 
com Bacillus amyloliquefaciens IBSBF 3321, Bacillus subtilis QST713, metabólito PAM 25 e fluazinam,
utilizando a escala diagramática de acordo com Maringoni (2002).

A
A

A

B
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fluazinam foram semelhantes, e demonstraram uma redução significativa na área abaixo da 

curva em comparação ao tratamento com Cff IBSBF 1290 (Tabela 9).

Entre os tratamentos testados, o metabólito PAM25 mostrou a menor área abaixo da 

curva de progresso da doença quando comparado ao tratamento com Cff IBSBF 1290. Em 

seguida, os tratamentos com B. amyloliquefaciens IBSBF 3321, B. subtilis QST713 e fluazinam 

também apresentaram áreas menores, indicando uma evolução menos severa da doença

(Gráfico 3, Figura 19).

Gráfico 3 Evolução dos sintomas causados por Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens IBSBF 1290, 
realizado no Experimento 3 com leituras aos 20, 25 e 30 dias após a inoculação da fitobactéria nos tratamentos 
com Bacillus amyloliquefaciens IBSBF 3321, Bacillus subtilis QST713, metabólito PAM 25 e fluazinam,
utilizando a escala diagramática de acordo com Maringoni (2002).

A
A

A

A

B



59

A evolução da doença causada por Cff IBSBF 1290 foi semelhante nos tratamentos com 

metabólito PAM 25, B. amyloliquefaciens IBSBF 3321, B. subtilis QST713 e fluazinam durante 

A B C

D E F

Figura 19 - Experimento em feijoeiro com inoculação nas raízes com Curtobacterium flaccumfaciens pv. 
flaccumfaciens IBSBF 1290, realizado no mês de junho. (A) Testemunha, (B) Controle positivo Curtobacterium 
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens IBSBF 1290, (C) Bacillus amyloliquefaciens IBSBF 3321, (D) Bacillus subtilis
QST713, (E) metabólito PAM 25, (F) Fluazinam.

Fonte: Macedo, 2024



60

os experimentos dois e três, quando a temperatura mais amena pode ter influenciado o 

desempenho dos tratamentos contra a bactéria Cff IBSBF 1290.  

Os experimentos demonstraram que os tratamentos avaliados para o controle da murcha 

de curtobacterium são promissores. Entre eles, o metabólito PAM 25 se destacou, mostrando 

uma evolução da doença menor, seguido pelos tratamentos com B. amyloliquefaciens IBSBF 

3321, B. subitilis QST713 e o produto químico fluazinam. Isso indica que o metabólito PAM 

25 pode ser uma opção especialmente eficaz no manejo da Cff na cultura do feijão. 

 

6 DISCUSSÃO 

 

Os resultados do teste in vitro mostraram que o metabólito secundário de X. szentirmaii 

PAM 25 causou inibição de crescimento da fitobactéria Cff IBSBF 1290, tanto na condição de 

cultura líquida quanto de filtrado, ressalta-se que o melhor resultado foi verificado com 

crescimento da NEP pelo período de seis dias. Dados similares também foram observados em 

testes realizados para o controle do fungo Cryphonectria parasítica, causador do cancro-do-

castanheiro. O cultivo da bactéria X. szentirmaii por um período de crescimento de seis dias 

também resultou na inibição de 100% do desenvolvimento daquele fungo (Cimen et al., 2021). 

Na realização de testes in vitro para o controle de Erwinia amylovora, causadora do fogo 

bacteriano na cultura da maçã, Böszörményi et al. (2009) utilizaram diferentes bactérias 

simbiontes dos gêneros Photorhabdus e Xenhorhabdus e verificaram que X. szentirmaii se 

destacou entre as demais por apresentar maior halo de inibição de acrescimento, com 

aproximadamente 2,5 cm. 

Com relação aos experimentos realizados com diferentes concentrações do metabólito 

secundário de X. szentirmaii PAM 25 (10%, 20%, 30%, 40% e 50%) testando-se as duas 

fitobactérias, verificou-se que o halo de inibição aumentava proporcionalmente ao aumento da 

concentração. Cimen et al. (2021) também avaliaram a capacidade inibitória de metabólito de 

X. szentirmaii sobre o fungo Fusarium oxysporum e observaram que quanto maior a 

concentração, maior era a inibição sobre o crescimento do fungo, e nesse caso, a maior 

concentração testada (50%) ainda não foi eficiente no controle do fungo. Ao realizarem o 

mesmo teste com Rizoctonia solani em testes in vitro, os autores verificaram que a concentração 

de 50% inibiu o crescimento do fungo em 100%, ressaltando o uso do metabólito sobre fungos 

fitopatogênicos. 

Chacón-Orozco et al (2020) também utilizaram o filtrado obtido a partir do crescimento 

de X. szentirmaii PAM 25 por um período de seis dias inibiu 100% o crescimento micelial de 
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Sclerotinia sclerotiorum quando utilizado na concentração de 33%, porém, ao utilizar o mesmo 

metabólito com o período de crescimento da bactéria por nove dias, a inibição do fungo ficou 

abaixo de 80%. 

Os testes realizados in vitro com a bactéria B. amyloliquefaciens IBSBF 3321 mostraram 

halo de inibição de 2,38 cm sobre Xep IBSBF 2349, indicando a capacidade antibacteriana do 

Bacillus, assim como o observado para outra linhagem dessa mesma espécie (B. 

amyloliquefaciens F9) utilizada para controlar X. citri pv. citri, agente causal do cancro cítrico, 

com halos de inibição variando de um a três centímetros (Wang et al., 2022). 

Outros trabalhos com diversas espécies de bactérias do gênero Bacillus mostraram o 

potencial desse gênero para o manejo de doenças na agricultura. Monteiro et al. (2005) 

analisaram o uso de diferentes espécies de Bacillus contra nove linhagens de X. campestris pv. 

campestris, agente causal da podridão negra das crucíferas e verificaram que os isolados B. 

megaterium e B. subtilis apresentaram maior atividade antimicrobiana. As espécies de B. 

subtilis e B. licheniformis também se mostraram eficientes em testes de antagonismo para 

controlar Cff, com halos de inibição maiores que dois e três centímetros e que, em alguns casos, 

a inibição de crescimento foi total (Leão et al., 2016).   

Bactérias do gênero Bacillus possuem capacidade de ação antagônica direta e indireta, 

indicando seu potencial para uso agrícola devido à capacidade da produção de inúmeros 

compostos incluindo lipopeptídeos, que interferem nas estruturas biológicas da membrana 

celular do fitopatógeno tornando seu uso muito interessante no controle de doenças causadas 

por bactérias, fungos e vírus, além de insetos, ácaros e nematoides fitopatogênicos (Penha et 

al., 2020; Wang et al., 2022). 

Com relação aos testes em casa de vegetação com plantas de tomate, os ensaios 

realizados pelo método de abrasão mostraram uma alta taxa de severidade da mancha bacteriana 

do tomateiro. Essa taxa também pode ser explicada em relação a metodologia utilizada que, 

segundo Rodrigues et al. (2017), a técnica por abrasão pode causar um efeito facilitador para 

entrada das células bacterianas, ocasionando melhores condições para penetração e colonização 

nas folhas. No trabalho realizado com o tomate rasteiro cultivar Petomech VF 1 & 2, verificou-

se baixa porcentagem de redução da severidade da doença no tratamento com oxicloreto de 

cobre (500 g.kg-1 de ingrediente ativo), considerado produto químico. Essa falta de eficiência 

do cobre também foi observada no trabalho desenvolvido por Carmo; Macagan; Carvalho, 

(2001) para o controle da mancha bacteriana no pimentão, causada pela espécie X. vesicatoria. 

Nesse estudo, foram efetuadas aplicações de oxicloreto de cobre na concentração de 2,4 g. L-1 

de ingrediente ativo em condições de campo e os autores observaram variação na eficácia do 
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produto, podendo estar relacionada a diversos fatores entre eles o clima, que, em altas 

temperaturas e precipitações, favorecem o desenvolvimento da doença. Os autores levantaram 

outras hipóteses como o produto pode ser lavado das folhas devido às chuvas; pode ocorrer 

desenvolvimento de resistência do patógeno às diversas aplicações do produto, além do local 

de aplicação do cobre nas folhas. A literatura ainda traz informações de que o uso frequente de 

aplicações foliares desse elemento podem tornar algumas populações de Xanthomonas 

altamente tolerantes ou até resistentes (Klein-Gordon et al., 2021; Liao et al., 2018). No 

presente estudo, os melhores resultados de redução da severidade da doença nos diferentes 

experimentos foram observados no tratamento com fluazinam, verificando-se até 94,87%. Itako 

et al. (2014) realizaram um trabalho visando o controle de Xep em plantas de tomate e 

observaram que o fungicida também controlou a bactéria, corroborando com os resultados 

observados no nosso estudo. De acordo com relatos de literatura, o fungicida fluazinam é 

conhecido por causar um efeito protetor, pois após ser absorvido, se distribui nos tecidos da 

planta, penetrando a cutícula e entrando no tecido foliar tratado, com translocação mínima na 

planta (Schepers et al., 2018; Younes; Dawood; Wardany, 2020). Segundo Monteiro et al 

(2024), o efeito bactericida do fluazinam pode ser devido à presença de cloro e flúor em sua 

composição. 

Após os resultados obtidos pelo método de inoculação por abrasão, optou-se por utilizar 

o método de aspersão para os testes com as variedades de tomateiro Ravena e Santa Clara, 

ressaltando ser esse método o mais próximo às condições de campo. Os experimentos foram 

realizados nos meses de março, junho e novembro de 2023 e um fator que pode ter influenciado 

a alta na severidade da doença observada pode estar relacionado à temperatura. Segundo o 

CEPAGRI/UNICAMP (2023), as temperaturas no mês de março variaram entre 16,2 ºC e 33ºC, 

ocasionando em melhores condições para o desenvolvimento da fitobactéria Xep. Já no mês de 

junho as temperaturas variaram entre 12 ºC e 28,4 ºC, e o mês de novembro, entre 13,8 ºC e 

34,1 ºC. Em estudo realizado para avaliar o crescimento das quatro diferentes espécies de 

Xanthomonas causadoras da mancha bacteriana nas temperaturas de 20 ºC, 25 ºC e 30 ºC, 

verificou-se que inoculações com Xep resultaram no aparecimento dos primeiros sintomas após 

sete dias na temperatura de 30 ºC e, de oito dias a 20º C, porém observaram que a fitobactéria 

se mostrou mais agressiva em temperaturas próximas a 30 ºC (Araújo et al., 2011). Abrahamian 

et al. (2021a) também avaliaram o período de incubação de Xep nos períodos mais frios e 

quentes do ano na região central da Flórida, em casa de vegetação. Eles observaram que as 

lesões apareceram a partir dos dez dias após a inoculação da fitobactéria no mês de outubro, 

onde as temperaturas oscilaram de 16ºC a 28ºC, e foi relatado que, em um curto período de 
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altas temperaturas a doença pode aumentar significativamente, indicando a influência da 

temperatura no acúmulo populacional da bactéria, mas que em condições desfavoráveis, levam 

ao atraso no seu desenvolvimento. 

O clima frio e o estresse causado pelo excesso e/ou falta de água, também são fatores 

influenciadores na bioquímica da planta, que regulam a abertura dos estômatos. Ressalta-se, 

também, que existem espécies de Xanthomonas que podem ser resistentes a condições 

desfavoráveis para seu desenvolvimento, além de sobreviverem em restos culturais por até dois 

anos nas regiões de clima temperado e por meses em locais de clima quente e alta umidade 

(Gonzáles-García et al., 2021; Jones et al., 1986). 

Os tratamentos realizados com B. amyloliquefaciens IBSBF 3321 se mostraram 

eficientes na redução da severidade da doença causados por Xep IBSBF 2349. Há outros 

trabalhos realizados visando o controle biológico de Xep, tal como o desenvolvido por Godinho 

(2018), que utilizou bactérias do gênero Bacillus visando o controle biológico da mancha 

bacteriana no tomate em casa de vegetação. Em dois ensaios realizados entre os meses de 

dezembro e janeiro foi observada redução da severidade de Xep em até 79,02%. Silva (2019) 

também testou o potencial de biocontrole de Bacillus velezensis sobre Xep com o uso 

comparado a produtos químicos e dois tipos de aplicação (via solo e foliar) e verificou que o 

controle da mancha bacteriana foi efetivo nos dois métodos, não diferindo estatisticamente dos 

tratamentos químicos. De acordo com Wang et al. (2022), compostos antibacterianos de uma 

linhagem de B. amyloliquefaciens F9 foram utilizados para o controle do cancro cítrico, em 

condições de casa de vegetação. Segundo os autores, esses compostos estão relacionados a três 

tipos de lipopeptídeos e possuem uma capacidade de reduzir de maneira muito expressiva a 

doença nas folhas, podendo ser utilizados no controle de outras doenças causadas por diferentes 

espécies de Xanthomonas. 

Em relação ao trabalho realizado com feijoeiro em casa de vegetação, os tratamentos 

com os agentes biológicos B. amyloliquefaciens IBSBF 3321 e B. subitilis QST713, bem como 

o tratamento com o metabólito secundário de X. szentirmaii PAM 25, mostram potencial de 

controle da doença causada por Cff. Em experimento de controle biológico utilizando duas 

diferentes linhagens de B. cereus, DFs093 e DFs769, Corrêa et al. (2014) verificaram redução 

da severidade da doença quando realizado o tratamento de sementes de feijão com essas 

bactérias. Resultados semelhantes foram observados em experimento com tratamento de 

sementes de feijão, bem como aplicação do mesmo agente de biocontrole na planta, com 

redução da incidência da doença em 79% (Munene, 2023). 
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Como esperado, o tratamento com produto químico fluazinam mostrou um efeito sobre 

o avanço da doença na planta de feijão, principalmente no final do ciclo do experimento. 

Entretanto, Harding et al. (2019) realizaram estudos sobre o efeito dos produtos químicos, 

incluindo o fluazinam sobre esta fitobactéria, e concluíram que Cff é capaz de produzir um 

biofilme, conferindo assim resistência ao uso destes produtos.  

Todos esses trabalhos demonstram a eficiência do emprego de controle biológico para 

Xep e Cff, o que pode ser uma alternativa extremamente útil em substituição aos produtos 

químicos, contribuindo com a sustentabilidade do meio ambiente e saúde do homem. Cabe 

ressaltar que este trabalho representa o primeiro estudo de utilização do metabólito secundário 

de X. szentirmaii PAM 25 no controle de doenças causadas por bactérias fitopatogênicas.  

 

7 CONCLUSÃO 

 

 Os testes in vitro se mostraram eficientes na avaliação da ação inibitória do 

metabólito secundário de X. szentirmaii PAM 25, com destaque no controle de Cff 

IBSBF 1290; 

 O tempo de crescimento de seis ou nove dias nos tratamentos com cultura líquida ou 

filtrado de X. szentirmaii produtora do metabólito secundário PAM 25 influenciou 

na ação inibitória do crescimento das fitobactérias. 

 Os resultados (in vitro) com filtrados produzidos por X. szentirmaii PAM 25 em 

diferentes concentrações indicaram que o efeito é maior quando há uma concentração 

mais elevada do metabólito;  

 O metabólito secundário de X. szentirmaii PAM 25 e a linhagem de B. 

amyloquefaciens IBSBF 3321 se mostraram eficientes no controle da mancha 

bacteriana do tomateiro e na murcha de curtobacterium em feijoeiro; 

 A linhagem de B. amyloliquefaciens IBSBF 3321 apresentou maior eficiência no 

controle da mancha bacteriana do tomateiro e da murcha de curtobacterium em 

feijoeiro quando comparado ao produto biológico comercial B. subitilis QST 713; e 

 O produto químico comercial fluazinam foi o que apresentou o melhor resultado de 

redução de incidência das doenças causadas por de Xep IBSBF 2349 e Cff IBSBF 

1290. 
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